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ÍNDICE DE ABREVIATURAS 
 
APC: células presentadoras de antígenos. 
BSA: albúmina de suero bovino. 
Da: dalton. 
DE: desviación estándar. 
DO: densidad óptica. 
EDTA: ácido etilendiaminotetracético. 
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay. 
g: gramo. 
hpa: horas postalimentación 
Ig: inmunoglobulina. 
IL: interleucina. 
K: kDa de tamaño de poro. 
kDa: kilodaltons. 
LPS: lipopolisacárido bacteriano. 
M: Molar. 
mA: miliamperios. 
mg: miligramo. 
mL: mililitro. 
µg: microgramo. 
µL: microlitro. 
OPD: orto-fenilendiamina. 
PBS: tampón fosfato salino. 
PPA: peste porcina africana 
rpm: revoluciones por minuto. 
SDS: dodecilsulfato sódico. 
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico. 
SGE-2: extracto soluble de glándulas salivales. 
TD: extracto de membranas de tubo digestivo. 
TPBS: Tween 20 al 0,05 % en tampón fosfato salino. 
TRIS: Tris-hidroxi-metil-amino-metano. 
V: Voltios. 
W: watios. 
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Introducción 
 
 
En África, y según Hoogstraal (1956), Ornithodoros moubata está presente en 
todos los países del este, centro y sur del continente y, también, en la isla de 
Madagascar, en la que en los últimos años se ha expandido desde la zona oeste a toda la 
zona central (Roger et al., 2001). En tales países se encuentra tanto en el medio natural 
(esencialmente asociado a facocheros y otros animales habitantes de madrigueras) como 
en el medio sinantrópico, en el que su presencia es muy común tanto en las viviendas 
humanas (según Cutler et al., 2003, en algunos distritos de Tanzania hasta el 80% de 
ellas se encuentran infestadas) como en las dependencias de animales, particularmente 
en los corrales o cuadras de los cerdos. 
 
En relación con las personas es un parásito importante, no sólo por las molestias 
que causan sus picaduras sino, y sobre todo, por el papel que desempeña como vector de 
la fiebre recurrente humana (la causada por Borrelia duttoni), enfermedad que todavía 
hoy afecta en muchos lugares hasta al 5-7% de la población (Dupont et al., 1997) 
causando una mortalidad, sobre todo en el periodo perinatal, del 436 por 1000 (Cutler et 
al., 2003). Desde un punto de vista veterinario, también es un parásito importante, por 
ser el principal reservorio y vector del virus de la Peste Porcina Africana (PPA), 
enfermedad que, por ejemplo, en 1998, terminó con todos los cerdos de Madagascar 
(Rousset et al., 2001). 
 
Aunque la eliminación del argásido, al menos del medio sinantrópico, en 
principio es algo que parece factible, sin embargo la realidad evidencia que mediante el 
procedimiento clásico del tratamiento de las viviendas/cuadras con acaricidas (ver 
Hoogstraal, 1956  y Service, 1980), el objetivo no es fácil de lograr como indica el 
hecho de que la prevalencia de la fiebre recurrente sólo haya disminuido en aquellos 
lugares en los que las viviendas humanas se han comenzado a construir  con materiales 
modernos (Sonenshine et al., 2002). Obviamente, y como hace constar Manzano Román 
(2002) en relación con nuestro chinchorro, O. erraticus, el problema para su 
eliminación con acaricidas no es otro que el de hacer llegar a éstos a todos los lugares 
en los que los ejemplares se encuentran refugiados, algo inviable dada la variedad de 
esos refugios, que en la especie que nos ocupa no se limitan a los agujeros, grietas o 
fisuras presentes en las cuadras de animales, sino que al hallarse también en las 
viviendas humanas, puede encontrarse refugiado en cualquier tipo de utensilio 
doméstico. Lógicamente, lo anterior no solamente dificulta el control del argásido, sino 
que facilita extraordinariamente su diseminación por las personas, como testimonian la 
observación de Hoogstral (1956), de que los pescadores de los lagos Nyasa y Shirwa 
fuesen los responsables, a través de los cestos, de su introducción en todos los poblados 
a los que abastecían de pescado, o la observación más reciente de que su presencia 
común en viviendas de construcción reciente se debe al traslado a las mismas de objetos 
(maletas, etc.) procedentes de casas viejas (Dupont et al 1997). 
 
Aunque la mejora de la calidad de las viviendas puede facilitar la eliminación de 
O. moubata del ambiente doméstico, sin embargo su eliminación de las cuadras o 
corrales puede ser mucho más difícil, pues incluso en el caso de que éstos se renueven, 
siempre quedan en ellos multitud de refugios. Así parece indicarlo el hecho de que O. 
erraticus, en España, no solamente fuese común en zahúrdas viejas, sino también en 
majadas de construcción reciente (sobre todo cuando estas se levantaban sobre los restos 
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de unas viejas o en zonas próximas a ellas) por la dificultad de evitar, en locales que 
albergan animales, la aparición de grietas o fisuras en su suelo o paredes.  
 
Por ello, y a la vista de las dificultades para la eliminación de los chinchorros 
por los procedimientos clásicos, Astigarraga et al. (1995) consideraron que el mejor 
método de lucha frente a ellos podría ser mediante el logro de una vacuna que los 
autores señalados intentaron con dos tipos de antígenos: con extractos solubles de 
glándulas salivales (SGE-2) y con antígenos ocultos. Con el primero de los extractos la 
posibilidad de obtener una respuesta protectora parecía, en principio, muy remota pues 
los SGE-2 tienen la misma composición que la saliva (Baranda et al., 1997) y la 
respuesta que induce ésta en condiciones naturales carece por completo de valor 
protector. No obstante, se probaron pensando en la posibilidad de que administrándolos 
con unos adyuvantes como los de Freund, entonces, quizá, se podría forzar el 
reconocimiento de los componentes antihemostáticos de la saliva, cuya neutralización 
debería traducirse en una inhibición de la toma de sangre. Al contrario que los SGE-2, 
el uso de los antígenos ocultos parecía una vía de seguimiento obligado al ser en este 
tipo de antígenos en los que estaba basada la única vacuna existente (al igual que hoy) 
frente a garrapatas duras, concretamente frente a la especie tropical Boophilus 
microplus. 
 
En contra de los esperable, con los SGE-2 se obtuvieron unos buenos resultados 
y ninguno de valor con los antígenos ocultos. Así, con los primeros, y particularmente 
en el caso de O. moubata, se logró una reducción en la cantidad de sangre ingerida (y 
subsiguiente caída en la fecundidad) de hasta un 60-70%, reducción que además fue 
muy uniforme en todos los cerdos vacunados. Como dato de interés también se vio que 
en los cerdos vacunados con el SGE-2, y una vez que su  sistema inmunitario reconocía 
a unos determinados componentes salivales que no reconoce nunca tras contactos 
naturales con el parásito, entonces estos segundos contactos actuaban como dosis 
vacunales de recuerdo, lo que sin duda puede ser muy importante desde un punto de 
vista práctico. 
 
 A la vista de los datos anteriores, y a fin de optimizar en lo posible la vacuna 
frente a O. moubata, nuestro trabajo ha tenido los siguientes objetivos: en primer lugar, 
el ver el modo de potenciar la acción inhibidora de la toma de sangre inducida por los 
SGE-2, analizando para ello el efecto de diversos parámetros como el tipo de 
adyuvante, modo de presentación del antígeno (soluble o particulado) y vía de 
administración. En segundo lugar, el proceder a la caracterización del componente 
salival responsable de la inhibición para ver si administrándolo sólo (esto es, sin otros 
componentes salivales que pueden ser inmunomoduladores/supresores) se potencia la 
acción de la vacuna. Por último, nuestro tercer objetivo ha sido el de ver el posible valor 
vacunal de las fracciones de antígenos ocultos (tubo digestivo y glándulas coxales) 
desechadas por Astigarraga et al. (1995), en vista de que con una de tales fracciones 
(proteínas de membrana de los enterocitos) se obtuvieron después unos magníficos 
resultados frente a O. erraticus (Manzano Román, 2002). 
 
 
 
                                  REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Revisión bibliográfica 
 
 
1. COMENTARIO PREVIO 
 
En una tesis doctoral realizada recientemente en nuestro laboratorio en relación 
con el desarrollo de una vacuna frente a Ornithodoros erraticus (Manzano Román, 
2002) se revisa toda la información existente hasta el momento sobre vacunas anti-
garrapata, tanto duras como blandas, incluyéndose también una relación de todas las 
moléculas salivales descritas en unas y otras, a la vez que se analizan las 
particularidades de la respuesta inmunitaria frente a ellas y los correspondientes 
mecanismos de evasión de esa respuesta. 
 
La inclusión de los ixódidos en la revisión bibliográfica de la mencionada tesis 
se debió a la escasez de publicaciones acerca de vacunas anti-ornithodoros y a la 
relativa abundancia de trabajos dirigidos a desarrollar vacunas frente garrapatas duras, 
trabajos en los cuales se habían utilizado los mismos antígenos que los ensayados por 
Manzano Román (loc. cit.), de manera que pudo utilizarlos como referencia para 
contextualizar lo conseguido por él frente a  los ornithodoros. 
 
Por no considerar oportuno repetir lo ya hecho por el citado autor y dado que en 
la actualidad los trabajos sobre los ornithodoros son mucho más abundantes, en nuestra 
revisión comentaremos solamente los artículos relacionados con garrapatas blandas, 
añadiendo a lo revisado por Manzano Román (loc. cit.) las publicaciones más recientes. 
 
Obviamente, y en relación con el objetivo de la presente tesis, los aspectos de los 
ornithodoros que tienen una mayor relevancia son la respuesta inmunitaria frente a 
ellos, las moléculas antihemostáticas e inmunomoduladoras de su saliva y los ensayos 
de vacunas anti-ornithodoros efectuados hasta la fecha. Consecuentemente, esos tres 
aspectos serán los que centren nuestra revisión. 
 
 
2. RESPUESTA INMUNITARIA ANTI-ORNITHODOROS 
 
Sobre este aspecto no han aparecido nuevos datos a lo largo del ultimo año, por 
lo que los más actuales son los recogidos por Manzano Román (2002) a partir de los 
trabajos previos realizados en nuestro laboratorio con O. erraticus y O. moubata. Según 
éstos trabajos las particularidades más relevantes de la respuesta frente a ellos son las 
siguientes: 
 
1. En todos los hospedadores estudiados (cerdos, conejos y ratones) la respuesta 
natural anti-O. erraticus y anti-O. moubata no sólo carece por completo de valor 
protector, sino que favorece la alimentación de los parásitos aunque no sea de 
forma significativa (Oleaga Pérez et al., 1990b). Este fenómeno, sin embargo, no 
es extrapolable a otras especies del género, puesto que otros autores como Need 
y Butler (1991a) observaron que con O. turicata y O. talaje se da el fenómeno 
inverso, esto es, que, al menos en ratones CD1, la respuesta natural los dota de 
resistencia frente a estas dos especies. La resistencia se manifiesta ya a partir de 
la segunda infestación y consiste, en el caso de O. turicata (cuyas fases son 
todas de alimentación rápida), en una disminución de la cantidad de sangre 
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ingerida y en el caso de O. talaje (cuyas larvas son de alimentación lenta), en un 
aumento significativo de la mortalidad. 
 
2. De todos los componentes presentes en los SGE-2  de O. erraticus y O. moubata 
(extractos solubles de glándulas salivales que tienen la misma composición que 
la saliva, ver Baranda et al., 1997), el sistema inmune de los hospedadores 
analizados hasta la fecha sólo reconoce a unos pocos, y en todos los casos los 
mismos, que son los componentes antigénicos. De acuerdo con lo indicado en el 
punto precedente, la respuesta frente a estos componentes no afecta para nada a 
los parásitos pero gracias a ellos resulta posible la detección por serología de los 
animales picados por uno u otro argásido (Pérez Sánchez et al., 1992, 1994; 
Baranda et al., 1997, 2000). 
 
3. En O. erraticus todos sus antígenos salivales (de 90, 100, 158, 186, 215 y 260 
kDa) comparten unos mismos epítopos por lo que, previsiblemente, no son más 
que un mismo péptido cuyo PM varia en función del número de cadenas 
peptídicas de menor tamaño que a él se encuentren asociadas. En esta especie, el 
extremo amino del antígeno de 260 kDa muestra una identidad de secuencia del 
81,3-90,9 % con la cadena alfa de la hemoglobina de prácticamente todos los 
vertebrados analizados desde reptiles a mamíferos (Baranda, 1998; Baranda et 
al., 2000). 
 
4. En O. moubata, sus cuatro antígenos más importantes (de 17 a 20 kDa) son 
moléculas no relacionadas entre sí y no comparten epítopos. De ellos, el extremo 
amino del más antigénico (denominado Om20A1) muestra una identidad de 
secuencia del 46,2 % con la cadena alfa del componente C3 del complemento 
(Baranda, 1998; Baranda et al., 2000). 
 
5. En ambas especies, el resto de sus componentes salivales (entre los que se 
encuentran las moléculas antihemostáticas e inmunomoduladoras) nunca son 
reconocidos por la respuesta inmune natural, fenómeno al que cabe atribuir la 
ineficacia protectora de dicha respuesta. 
 
6. La respuesta que generan O. erraticus y O. moubata en ratones CD1 es de tipo 
Th1 mientras que en ratones BALB/c y C57BL es de tipo Th2. Se desconoce el 
tipo de respuesta generada en cerdos. 
 
7. En ratones, la administración de los SGE-2 con adyuvantes potenciadores de 
respuestas Th1 (Freund) o Th2 (alum, lectina de ricino, etc.) da lugar al tipo de 
respuesta esperable de acuerdo con el adyuvante utilizado. Cualquiera que sea 
ésta, nunca va acompañada de protección. 
 
8. En cerdos (evidencia indirecta, ver Oleaga-Pérez et al., 1990b) y en ratones, la 
respuesta anti-ornithodoros, bien sea natural o artificial (la inducida por los 
SGE-2 administrados con adyuvantes), nunca está mediada por IgE, con 
independencia de que esa respuesta sea de tipo Th1 (lo que justificaría la 
ausencia) o Th2 (lo que ya no tiene una explicación evidente). 
 
9. En O. erraticus, la respuesta inmune celular (neutrofílica, macrofágica, 
eosinofílica y basofílica) carece por completo de valor protector, con 
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independencia de que los animales sean portadores de anticuerpos antigarrapata 
para posibilitar las reacciones de citotoxicidad celular mediadas por anticuerpos 
(Astigarraga, 1996; Astigarraga et al., 1997). En el caso de O. moubata este 
aspecto está aun por comprobar, pero la ineficacia protectora de la respuesta 
natural sugiere que en esta especie, como en O. erraticus, la respuesta celular 
también carece por completo de valor protector (ver Astigarraga et al., 1995). 
 
10. En cerdos, la administración de los SGE-2 con los adyuvantes de Freund da 
lugar a una respuesta que, en el caso de O. moubata, afecta muy negativamente a 
los adultos y en menor medida a sus fases inmaduras, mientras que en el caso de 
O. erraticus la respuesta es muy variable frente a cualquiera de sus formas 
evolutivas (Astigarraga et al., 1995). En principio, la única diferencia observable 
entre los sueros de los animales que afectan negativamente a los parásitos y los 
que no les afectan es que los primeros reconocen algunos componentes de los 
SGE-2 que nunca son reconocidos en condiciones naturales. A ese 
reconocimiento, forzado por los adyuvantes, atribuyeron Astigarraga et al. 
(1995) la causa de la protección (ver más adelante, punto 4.1.). 
 
 
3. MOLÉCULAS ANTIHEMOSTÁTICAS E INMUNOMODULADORAS 
 
Para llevar a cabo la toma de sangre, los ornithodoros, como los ixódidos y el 
resto de los artrópodos hematófagos, deben contrarrestar la hemostasis y las respuestas 
inflamatoria e inmunitaria del hospedador (Valenzuela, 2002). Con ese fin, las 
garrapatas han dotado a su saliva de moléculas antihemostáticas con las que bloquean la 
vasoconstricción, la agregación plaquetaria y la coagulación, así como de moléculas 
inmunosupresoras que les permiten alimentarse sobre hospedadores sensibilizados por 
contactos previos. Además, la inmunosupresión inducida por estas segundas moléculas 
es aprovechada por los agentes infecciosos transmitidos por las garrapatas para 
establecerse más fácilmente en el hospedador (Wikel, 1999a; Schoeler y Wikel, 2001). 
 
Todas las moléculas anteriores son, por tanto, potenciales antígenos vacunales, 
puesto que la neutralización de las antihemostáticas impediría la alimentación de los 
parásitos, mientras que la neutralización de las inmunosupresoras permitiría que la 
respuesta inmunitaria natural eliminase a los parásitos y, al mismo tiempo, dificultaría 
el establecimiento de los patógenos que transmiten. En consecuencia, el conocimiento 
en profundidad de todas esas moléculas es clave para el desarrollo racional de una 
vacuna antigarrapata (Willadsen, 1997, 1999, 2001). 
 
En los ixódidos, la lista de sus moléculas salivales antihemostáticas e 
inmunosupresoras es ya larga y continua recibiendo nuevas aportaciones; de ahí que 
continuamente sea objeto de revisión y actualización: Wikel et al. (1994), Wikel (1996a, 
1996b, 1996c, 1996d), Wikel et al. (1996a, 1996b), Brossard y Wikel (1997), Wikel y 
Bergman, (1997), Wikel (1999a, 1999b), Willadsen y Jongejan (1999), Schoeler y 
Wikel (2001), Basanova et al. (2002) y Mulenga et al. (2001, 2002). 
 
En argásidos, la lista de éstas moléculas es más limitada pero igualmente creciente 
y, aunque no hemos encontrado una revisión específica para los ornithodoros, la mayor 
parte de sus moléculas antihemostáticas e inmunomoduladoras conocidas están ya 
recogidas en las revisiones citadas en el párrafo anterior.  
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Dichas moléculas proceden, en su mayoría, de tan sólo dos especies, O. moubata 
y O. savignyi, que son, sin duda, los argásidos más profundamente estudiados en este 
campo. Un hecho al que ciertamente no son ajenas ni la capacidad vectorial de la 
primera, que la ha convertido en un modelo para el estudio de las relaciones entre el 
patógeno y su vector (Nakajima et al., 2003; Saravanan et al., 2003), ni tampoco la 
capacidad productora de parálisis y toxicosis de la segunda, que hacen de ella una seria 
amenaza para los animales domésticos en los países del sur de África (Mans et al., 
2002e).  
 
Pues bien, todas esas moléculas, tanto las ya citadas en las revisiones anteriores 
como las descubiertas más recientemente, son las que referimos a continuación 
agrupadas según sus funciones. En primer lugar las antihemostáticas, a continuación las 
inmunomoduladoras y por último un conjunto adicional de moléculas que han sido 
recientemente caracterizadas en los ornithodoros y que, aunque no tienen una relación 
directa con el tema de nuestro trabajo, forman parte del sistema de defensa de los 
propios argásidos y pueden ser de interés por su implicación en las relaciones entre los 
ornithodoros y los patógenos que transmiten. 
 
 
3.1. MOLÉCULAS ANTIHEMOSTÁTICAS 
 
Las moléculas antihemostáticas de la saliva de los ornithodoros pueden 
clasificarse en tres grupos según su función: antiagregantes plaquetarios, 
anticoagulantes y vasodilatadores. 
 
3.1.1. Antiagregantes plaquetarios 
 
La agregación plaquetaria juega un papel clave en la hemostasis de los vasos 
capilares; por si sola puede detener la hemorragia en estos vasos, que son, precisamente, 
los que resultan lesionados durante la alimentación de los artrópodos hematófagos y, en 
particular, durante la alimentación de los ornithodoros. 
 
Tras la lesión vascular, la agregación plaquetaria puede ser inducida por 
numerosos estímulos, como son, entre  otros, el ADP liberado por las células rotas, las 
fibras de colágeno subendotelial expuestas directamente a la sangre, la trombina 
producida durante la coagulación o el factor activador de las plaquetas (PAF) liberado 
por los leucocitos (Mulenga et al., 2002). Para contrarrestarla, los ornithodoros se han 
provisto con un notable conjunto de agentes antiagregantes de diferente naturaleza y 
variados mecanismos de acción. Son los siguientes: 
 
Apirasas. Son enzimas que hidrolizan el ATP y el ADP hasta AMP + Pi 
evitando el potente efecto inductor de la agregación plaquetaria del ADP y, además, los 
efectos inmunoestimulantes y proinflamatorios del ATP sobre los linfocitos T y B, los  
neutrófilos, los mastocitos y los macrófagos (Mulenga et al., 2002). Entre los argásidos, 
se han descrito apirasas en O. moubata (Ribeiro et al., 1991) y en O. savignyi (Mans et 
al., 1998a, 1998b). La apirasa de O. savignyi es tan potente que puede, incluso, 
desagregar plaquetas ya agregadas (Mans et al., 2000). No se ha investigado la 
presencia de apirasas ni en O. erraticus ni en ningún otro argásido. 
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Inhibidores de la agregación plaquetaria estimulada por el colágeno. A 
juzgar por el bajo número de artículos publicados sobre ellos (Mulenga et al., 2002), 
éstos son, por ahora, los antiagregantes plaquetarios menos estudiados en las garrapatas. 
Se conocen dos moléculas de este tipo, ambas aisladas en O. moubata y denominadas, 
respectivamente, moubatina y “tick adhesión inhibitor” (TAI). 
 
• La moubatina es un péptido de 17 kDa identificado por Waxman y Connolly 
(1993), clonado por Keller et al. (1993) y patentado por Merck & Co., Inc, 
Rahway en 1994. La moubatina bloquea la agregación plaquetaria inducida por 
el colágeno, pero no la inducida por el ácido araquidónico, la trombina, la 
ristocetina ni el ionóforo del Ca2+ A23187 (Basanova et al., 2002).  
 
• El TAI es un péptido de 16 kDa purificado por Karczewski et al. (1995), que 
bloquea la adhesión de las plaquetas (y células endoteliales) al colágeno. No 
inhibe la adhesión de las plaquetas a la fibronectina, ni tampoco (y a diferencia 
de la moubatina) la agregación plaquetaria inducida por el colágeno (Karczewski 
et al., loc.cit.). 
 
Inhibidores del receptor de fibrinógeno (o péptidos con actividad tipo 
desintegrina). Entre los antiagregantes de los ornithodoros, éstos son los más 
estudiados hasta la fecha, no sólo por su actividad, que los hace interesantes como 
agentes terapéuticos y como antígenos vacunales (Mulenga et al., 2002), sino también 
por su peculiar estructura y por su origen evolutivo que, como veremos más adelante, 
comparten con los principales anticoagulantes descritos en estas garrapatas (Mans et al., 
2002c, 2003). 
 
El receptor plaquetario para el fibrinógeno es la glicoproteína IIb/IIIa (gp 
IIb/IIIa), una integrina que, como la mayoría de las integrinas, reconoce a sus ligandos a 
través del motivo RGD (Arg-Gly-Asp) que exhiben dichos ligandos. En las plaquetas en 
reposo, el sitio de unión al ligando de la gp IIb/IIIa es una estrecha cavidad localizada a 
unos 10-20 Å de la superficie de la proteína, de manera que sólo pueden acceder a ella 
los péptidos pequeños que contengan el motivo RGD, pero no las macromoléculas 
como el fibrinógeno. Por esa razón, en las plaquetas en reposo la gp IIb/IIIa no 
reacciona con su ligando, el fibrinógeno. Cuando las plaquetas se activan, la gp IIb/IIIa 
sufre un cambio conformacional que “abre” el sitio de unión al RGD hacia la superficie 
de la integrina y le permite unirse al fibrinógeno con una gran afinidad (Mans et al., 
2002a). El fibrinógeno actúa entonces como puente de unión entre plaquetas activadas 
posibilitando así su agregación y la formación del trombo plaquetario. 
 
Las desintegrinas son una familia de péptidos de 5-9 kDa (habituales en los 
venenos de las serpientes y en la saliva de los hematófagos) que, salvo excepciones, 
contienen el motivo RGD y que pueden inhibir competitivamente la unión del 
fibrinógeno con la integrina gp IIb/IIIa bloqueando así la agregación plaquetaria. Su 
estructura terciaria está constituida por varios segmentos β que, firmemente mantenidos 
por puentes disulfuro, constituyen un denso cuerpo central del que sobresale un lazo en 
el que se encuentra el motivo RGD. Las secuencias adyacentes al RGD y la propia 
configuración espacial del motivo RGD son las que determinan la especificidad por las 
diferentes integrinas (Mans et al., 2002a). 
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En los ornithodoros se han hallado dos moléculas, denominadas disagreguina y 
savignygrina, que actúan de forma similar a las desintegrinas, aunque, por su estructura, 
no son desintegrinas sino péptidos derivados de los inhibidores de serina proteasas tipo 
Kunitz, a cuya superfamilia pertenecen (Mans et al., 2002a, 2002c), y de la cual el 
prototipo es el inhibidor básico pancreático de la tripsina (BPTI). 
 
• La disagreguina, aislada de O. moubata, es una proteína de 6 kDa que inhibe la 
agregación plaquetaria inducida por el ADP y otros agonistas como el colágeno, 
adrenalina, PAF y trombina. La disagreguina se une a la gp IIb/IIIa y bloquea la 
interacción entre ésta y el fibrinógeno. También inhibe, aunque parcialmente, la 
unión de las plaquetas a la fibronectina y apenas tiene acción sobre la unión al 
colágeno. A diferencia de otros antagonistas del fibrinógeno, carece de la 
secuencia de reconocimiento RGD, lo que la hace única entre tales antagonistas 
(Karczewski et al., 1994). En su lugar posee un motivo RED (Arg-Glu-Asp) con 
el que aparentemente se une al sitio de reconocimiento RGD de la gp IIb/IIIa. 
Esta unión, en principio inespecífica, se piensa que es posible gracias a las 
restricciones en la conformación espacial del motivo RED impuestas por la 
propia estructura terciaria de la disagreguina (Mans el at., 2002a). De igual 
forma se supone que las secuencias adyacentes al motivo RED (y en concreto el 
nonapéptido YGCREDDDS) desempeñan un papel importante en la unión a la 
gp IIb/IIIa. Cómo participan esas secuencias en la unión aun no está claro, pero 
previsiblemente contribuyen a lograr la conformación espacial adecuada y, en 
consecuencia, la especificidad. Asimismo se ha sugerido que pueden 
proporcionar puntos adicionales de unión a la gp IIb/IIIa. En este sentido se sabe 
que la disagreguina también inhibe la unión a la gp IIb/IIIa del dodecapéptido 
400-411 (HHLGGALQAGDV) del γ−fibrinógeno (Karzewski y Connolly, 
1997), por lo que se supone que en la disagreguina, además del RED, deben 
existir otros puntos de unión a la gp IIb/IIIa (Mans et al., 2002a). 
 
• La savignygrina es, en O. savignyi, la molécula homóloga a la disagreguina de 
O. moubata. Aislada y caracterizada por Mans et al. (2002a, 2002b), esta 
molécula inhibe la agregación plaquetaria inducida por el ADP, el colágeno, la 
trombina y la adrenalina, pudiendo, además, desagregar las plaquetas ya 
agregadas. No inhibe la activación de las plaquetas, pero si la unión de éstas al 
fibrinógeno, bloqueando específicamente la interacción del fibrinógeno con la 
gp IIb/IIIa. Se han identificado cuatro isoformas de savignygrina que, repartidas 
en dos clases, se diferencian ligeramente en su secuencia y su peso molecular 
(de 6966 y 6808 Da, respectivamente). Las savignygrinas presentan una 
identidad de secuencia del 60-62% con la disagreguina a nivel de aminoácidos, 
pero, a diferencia de ésta, sí poseen el motivo RGD en lugar del RED.  
 
Las savignygrinas y la disagreguina poseen una estructura terciaria similar 
entre si y, a la vez, similar a la de los inhibidores de serina proteasas tipo Kunitz-
BPTI de los que derivan. Esto quiere decir que no sólo conservan la disposición 
de sus seis cisteínas y de sus tres puentes disulfuro, sino también el lazo de 
unión al substrato característico de los inhibidores BPTI, lazo en el que se 
localiza el motivo RGD o, en su caso, el RED.  
 
Sin embargo, ni las savignygrinas ni la disagreguina conservan la actividad 
inhibidora de serina proteasas, pues esta función la han perdido durante su 
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evolución a partir de los inhibidores tipo BPTI prototípicos (Mans et al., 2002a, 
2002c).  
 
Las isoformas de la savignygrina están codificadas por genes duplicados y no 
por alelos distintos. Prueba de ello es que en cada individuo se expresan 
simultáneamente las cuatro isoformas, llegando a representar el 6% del total de 
proteína salival de O. savignyi.  Esta abundancia y variedad contrasta con la de 
la disagreguina, que está codificada por un único gen y es expresada en mucha 
menor cantidad, de manera que en O. moubata sólo representa el 0,22% del total 
de proteína salival.  
 
Estas diferencias se interpretan como un reflejo de la ecología de estas dos 
especies y de su adaptación evolutiva a sus respectivos hospedadores. O. 
savignyi es una especie más bien exófila, que vive en medios semidesérticos, 
refugiada bajo la arena, a la sombra de la escasa vegetación. La mayor variedad 
y abundancia de formas de savignygrina le permite alimentarse sobre casi 
cualquier animal que busque refugio bajo los árboles donde sus ejemplares se 
encuentren, incrementando así sus posibilidades de supervivencia. Por el 
contrario, O. moubata es una especie endófila y asegura su acceso a los 
hospedadores refugiándose en el interior de sus madrigueras; este 
comportamiento reduce su rango de hospedadores potenciales a unas pocas 
especies, por lo que necesita una menor variedad y abundancia de inhibidores de 
la agregación plaquetaria (Mans et al., 2003). 
 
 
A la vista del alto número y variedad de antiagregantes con los que se han 
dotado los ornithodoros, cabe suponer que el bloqueo de la agregación plaquetaria les 
resulta imprescindible para poder alimentarse. De hecho, el resto de sus moléculas 
antihemostáticas conocidas son, básicamente, anticoagulantes inhibidores de la 
formación de trombina o inhibidores de la propia trombina (ver a continuación). Dado 
que la trombina es también un potente activador de la agregación plaquetaria, su 
elección como diana para bloquear con anticoagulantes tiene la ventaja adicional de que 
esos anticoagulantes actúan simultáneamente como inhibidores de la agregación 
plaquetaria inducida por la trombina. 
 
3.1.2. Anticoagulantes 
 
Los principales anticoagulantes caracterizados actualmente en los ornithodoros 
son cuatro (ver tabla a continuación): dos inhiben al factor Xa (los denominados TAP y 
fXaI) y los otros dos inhiben a la trombina (que son la ornithodorina y la savignina). 
Dos de ellos proceden de O. moubata (TAP y ornithodorina) y los otros dos de O. 
savignyi (fXaI y savignina). 
 
 
 Anti-factor Xa Anti-trombina 
O. moubata TAP ornithodorina 
O. savignyi fXaI savignina 
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Los 4 pertenecen a la superfamilia de inhibidores de serina proteasas tipo 
Kunitz-BPTI y conservan la estructura terciaria básica de estos péptidos, es decir, un 
extremo aminoterminal de 15-17 residuos no plegados, seguido por dos segmentos β 
antiparalelos y una hélice α carboxiterminal, todo ello estabilizado por tres puentes 
disulfuro.  
 
Por el contrario, y a diferencia de su estructura, el mecanismo de inhibición de 
estos cuatro anticoagulantes es muy distinto al de los inhibidores BPTI prototípicos. 
Mientras que los inhibidores BPTI canónicos utilizan su lazo de unión al substrato 
(localizado en torno a la segunda cisteína) para bloquear el centro activo de su proteasa, 
los anticoagulantes de los ornithodoros insertan su extremo amino terminal en el centro 
activo de la enzima y, además, enlazan su extremo carboxiterminal con un punto 
secundario de unión de dicha enzima (van der Locht et al. 1996; Wei et al., 1998; Mans 
et al., 2002a). 
 
Los inhibidores del factor Xa son péptidos monoméricos, formados por un 
único dominio BPTI de unos 60 aminoácidos. Se unen al centro activo del fXa a través 
de su extremo N-terminal y al punto secundario del fXa a través de su α−hélice C-
terminal. 
 
• TAP (Tick Anticoagulant Protein). Péptido de 60 aminoácidos y 6.997 Da, 
aislado de O. moubata por Waxman et al. (1990). Posee, como el BPTI, dos 
segmentos β antiparalelos y una hélice α estabilizados por tres puentes 
disulfuro, pero a diferencia del BPTI, el TAP posee, en el lazo entre los 
segmentos β y la hélice α, un pliegue particular, no hallado hasta la fecha en 
ningún otro inhibidor del tipo BPTI (Antuch et al., 1994). El TAP es un 
inhibidor lento, competitivo, reversible y altamente especifico del factor Xa 
(Basanova et al., 2002). 
 
• fXaI (Inhibidor del factor Xa). Es otro péptido de 60 aminoácidos y 7.183 Da 
identificado en O. savignyi por Gaspar et al. (1996). Posteriormente secuenciado 
y clonado por Joubert et al. (1998), presenta un 78% de homología de secuencia 
a nivel de aminoácidos con el TAP de O. moubata e inhibe específicamente al 
factor Xa. Es también un inhibidor lento, competitivo y su unión al fXa depende 
de la fuerza iónica del medio. 
 
Los inhibidores de la trombina son péptidos homodiméricos, pues están 
constituidos por dos dominios BPTI (de 60 aminoácidos/dominio) unidos por un puente 
de 8 aminoácidos. El domino aminoterminal interactúa, a través de sus residuos 
aminoterminales, con el centro activo de la trombina y el dominio carboxiterminal se 
une, a través  de su  α−hélice carboxiterminal, al exositio de unión al fibrinógeno de la 
trombina. Estos péptidos, además de bloquear la coagulación, también inhiben la 
agregación plaquetaria inducida por la trombina, aunque no ejercen ningún efecto 
inhibitorio sobre la agregación plaquetaria inducida por colágeno o por ADP (Nienaber 
et al., 1999). 
 
• Ornithodorina. Aislada de O. moubata, es un inhibidor potente y selectivo de la 
trombina. Van der Locht et al. (1996) resolvieron su estructura tridimensional y 
la del complejo ornithodorina-trombina, lo que sirvió para explicar el 
sorprendente mecanismo de unión de los inhibidores BPTI de las garrapatas a 
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sus correspondientes proteasas, mecanismo que, como ya hemos indicado, 
difiere notablemente de lo visto en el resto de los miembros de la superfamilia 
de inhibidores tipo Kunitz. 
 
• Savignina. Es la molécula homóloga a la ornithodorina en la saliva de O. 
savignyi. Identificada y clonada por Nienaber et al. (1999) y Mans el al. (2002d), 
es una proteína de 134 aminoácidos y 12.430 Da. Presenta un 63% de identidad 
de secuencia con la ornithodorina a nivel de aminoácidos y es prácticamente 
idéntica a la ornithodorina a nivel estructural (dos dominios tipo Kunitz unidos 
por un brazo de 8 aminoácidos). Su mecanismo de interacción con la trombina 
es también similar al de la ornithodorina, lo que la convierte igualmente en un 
inhibidor competitivo, lento, potente y muy específico para la trombina. 
 
 
Mans et al. (2002c) han estudiado el origen de estos anticoagulantes y el de los 
antiagregantes inhibidores del receptor del fibrinógeno en las especies del genero 
Ornithodoros y han llegado a la conclusión de que todos ellos han evolucionado a partir 
de un ancestro común tipo Kunitz-BPTI mediante una serie de duplicaciones de genes 
paralogos. Su modelo evolutivo, que está basado en la filogenia derivada de la 
estructura proteica y en un análisis de máxima parsimonia, propone que, en su 
evolución a partir de los inhibidores PBTI, los inhibidores de la trombina precedieron a 
los del fXa y éstos a los antiagregantes antagonistas del receptor del fibrinógeno. Al 
mismo tiempo, su modelo explica razonablemente bien el porqué los anticoagulantes de 
los ornithodoros poseen un mecanismo de inhibición diferente al de los inhibidores 
BPTI canónicos. 
 
Aunque los anticoagulantes anteriores son los más importantes descubiertos 
hasta ahora en los ornithodoros, no son los únicos, pues se conocen algunos más, de los 
que damos cuenta a continuación. 
 
• Según afirma Ribeiro (1987) en una revisión antigua sobre las funciones de la 
saliva de los artrópodos hematófagos, en O. moubata existen también 
inhibidores de los  factores IXa y V ó VII de la cascada de la coagulación. No 
obstante, no tenemos constancia de ningún trabajo posterior que confirme estas 
afirmaciones ni que describa con mayor detalle dichas moléculas. 
 
• α2-macroglobulina de O. moubata (“tick α2-macroglobulin”, TAM). Las α2-
macroglobulinas (α2M) son proteínas plasmáticas de gran tamaño, abundantes 
tanto en vertebrados como en invertebrados. Su actividad es la de inhibir 
proteasas y su espectro de proteasas substrato es bastante amplio. Las α2M de 
los vertebrados son tetraméricas, constan de 4 subunidades unidas dos a dos por 
puentes disulfuro. Por su parte, las de los invertebrados son dímeros unidos por 
puentes disulfuro. 
 
La α2M de O. moubata fue primero identificada y caracterizada por 
Kopacek et al. (2000) y recientemente clonada y secuenciada por Saravanan et 
al. (2003). Como es habitual en las α2M de los invertebrados, la α2M de O. 
moubata está formada por dos cadenas peptídicas (de 75 y 92 kDa por cadena), 
pero en esta especie no están unidas por puentes disulfuro. Filogenéticamente, la 
TAM está muy relacionada (63% de homología) con la α2M de Ixodes 
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scapularis (con la cual forma un grupo monofilético; ver Valenzuela et al., 2002 
y Saravanan et al., loc. cit.) y también, aunque en menor medida (39% de 
homología), con la α2M del cangrejo Limulus polyphemus. La TAM se expresa 
en las glándulas salivales, en los hemocitos y, en menor medida, en el intestino 
del chinchorro, y, en todos estos tejidos, su expresión aumenta tras la toma de 
sangre. 
 
Las α2M forman parte del sistema innato de defensa de los organismos y su 
función más conocida es la inactivación de proteasas de diverso origen, incluidas 
las de los posibles microorganismos invasores que, en el caso de O. moubata, 
son esencialmente los ingeridos con la sangre del hospedador; de ahí que la 
expresión de la TAM aumente tras la toma de sangre, en particular en el 
intestino. 
 
Sin embargo, la abundancia de TAM en las glándulas salivales, desde donde 
es inoculada directamente al hospedador, sugiere que puede desempeñar una 
segunda función como antihemostático durante la toma de sangre. No en vano se 
ha comprobado que, en humanos, la α2M ejerce una acción anticoagulante 
secuestrando cantidades significativas de trombina (Cvirn et al., 2001a, 2001b). 
Por tanto, cabe suponer que también la TAM podría desempeñar una función 
anticoagulante (y antiagregante) a través del secuestro de trombina (Saravanan et 
al., 2003). Esta hipótesis aun no se ha comprobado. 
 
• Inhibidores de la vía extrínseca identificados en O. savignyi. Son dos 
proteínas salivales purificadas por adsorcción sobre BaSO4, HPLC de fase 
reversa y cromatografía de interacción hidrofóbica (Ehebauer et al., 2002). 
Denominadas BSAP1 y BSAP2, se diferencian en su masa molecular (de 9.333 
y 9.173 Da, respectivamente) y en su secuencia de aminoácidos, en particular en 
el número de cisteínas (7 en BSPA1 y 8 en BSPA2). Sólo inhiben la vía 
extrínseca (no la intrínseca) y, dentro de ésta, no inhiben al factor VII, por lo que 
se supone que su diana es el otro factor exclusivo de la vía extrínseca, es decir, 
el factor tisular (FT), que es una proteína integral de membrana.  
 
La elevada capacidad de ambos anticoagulantes para unirse a membranas 
neutras y negativamente cargadas parece confirmar el que sean anticoagulantes 
dirigidos frente al FT. De ser cierto, el bloqueo del FT sería un nuevo 
mecanismo anticoagulante no descrito hasta ahora en artrópodos hematófagos 
(Ehebauer et al., loc.cit.). 
 
3.1.3. Vasodilatadores. 
 
No se ha detectado aun la presencia de ningún vasodilatador en la saliva de los 
argásidos, ni siquiera la de aquellos vasodilatadores que sí están presentes en los 
ixódidos. Nos referimos, en concreto, tanto a las prostaglandinas, que son abundantes 
en todas las especies de garrapatas duras estudiadas (Bowman et al., 1996), pero que 
están ausentes de la saliva de O. erraticus y O. moubata (Astigarraga et al., 1997), 
como al óxido nítrico (NO), que, entre los ixódidos, se ha detectado al menos en 
Dermacentor variabilis (Bhattacharya et al., 2000). 
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Consecuentemente, se desconoce como contrarrestan los ornithodoros la 
vasoconstricción inducida por los vasoconstrictores fisiológicos (como las endotelinas,  
el tromboxano A2 y la serotonina) que previsiblemente son liberados por las células 
endoteliales y las plaquetas en respuesta a la lesión vascular producida por la picadura. 
 
 
3.2. MOLÉCULAS INMUNOMODULADORAS/INMUNOSUPRESORAS 
 
Se han identificado muy pocos inmunosupresores y/o inmunomoduladores en la 
saliva de los ornithodoros y los hallados hasta la fecha lo han sido exclusivamente en O. 
erraticus y O. moubata por miembros de nuestro equipo de investigación. 
 
3.2.1. Moléculas inhibidoras de la activación del complemento  
 
Presentes en la saliva (y en los extractos de glándulas salivales -SGE-2-) de O. 
erraticus y de O. moubata. La potencia inhibidora es similar en ambas especies 
(Astigarraga et al., 1997). Aun no se han caracterizado los componentes salivales en los 
que radica esa actividad. 
 
3.2.2. Péptido antagonista de CD40L (Madrazo Arranz, C.; Tesis Doctoral; datos 
no publicados). 
 
Presente en la saliva y el SGE-2 de O. erraticus. No detectado en los de O. 
moubata. Su PM aparente en SDS-PAGE desnaturalizante es de 20-21 kDa. Se 
desconoce si muestra homología con la molécula CD40 -o con otras proteínas- al no 
haberse secuenciado todavía. El péptido en cuestión captura a CD40L incluso después 
de someterlo a procesos desnaturalizantes, como indica el hecho de que todavía lleve a 
cabo esa captura cuando es transferido a membranas tras separarlo por SDS-PAGE en 
condiciones reductoras. En condiciones nativas se encuentra asociado a los 
componentes antigénicos de la saliva, por lo que cabe pensar, como ya se comentó 
anteriormente, que el PM de los antígenos salivales de O. erraticus depende del número 
de moléculas de antagonista de CD40L (o de otros posibles inmunomoduladores) que 
lleven asociadas, moléculas que, previsiblemente, liberan en el momento en que son 
inyectadas en el hospedador, tras su unión a una determinada proteína plasmática (ver 
más adelante). 
 
Con el antagonista de CD40L O. erraticus puede, en principio, lograr dos 
objetivos a la vez. En primer lugar, evitar la activación del endotelio vascular. En este 
sentido tenemos que, como evidenciaron Henn et al. (1998), las plaquetas, cuando se 
activan, pasan a expresar en superficie moléculas como la P-Selectina y el propio 
CD40L. La interacción de CD40L con CD40, que expresan de forma constitutiva las 
células endoteliales (junto con CD40L) (Mach et al., 1997) induce en éstas un cambio 
de fenotipo pasando así de expresar uno anticoagulante a otro procoagulante. Aunque 
nuestros parásitos previsiblemente inhiben la activación plaquetaria, con el antagonista 
de CD40L aseguran el bloqueo de la activación vascular. 
 
En segundo lugar, con el antagonista de CD-40L aseguran también el bloqueo de 
las respuestas T-dependientes frente a los componentes salivales, en vista de que la 
interacción entre CD40, sobre las APC, con CD40L, sobre los linfocitos T, es 
imprescindible para que se produzca la activación de éstos cuando reconocen a un 
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antígeno sobre las primeras células (Zanelli y Toes, 2000). También, y entre otras 
acciones, la interacción entre las moléculas coestimuladoras indicadas es imprescindible 
para que pueda tener lugar el cambio de isotipo de anticuerpos, lo que explica el porqué 
la respuesta anti-Ornithodoros nunca está mediada por IgE. 
 
3.2.3. Análogo de la IL-10 (Madrazo Arranz, C.; Tesis Doctoral; datos no 
publicados).  
 
Presente en el SGE-2 de O. erraticus. No encontrado en el de O. moubata. Se 
desconoce su grado de homología con la IL-10 al no haberse secuenciado todavía. No 
obstante, cabe pensar que esa homología debe ser muy alta como indica el hecho de que 
el análogo sea reconocido por anticuerpos policlonales frente a la IL-10 humana y, 
también, el que pueda ser inmunoprecipitado por la cadena α del receptor murino para 
la citocina (mouse-IL-10RA). Por las acciones biológicas de la citocina (ver Moore et 
al., 2001) cabe pensar que los parásitos utilizan el análogo para inhibir la maduración de 
las células dendríticas (las presentes en el punto de la picadura) que hayan endocitado a 
las moléculas salivales, evitando así que puedan actuar como APC en los nódulos 
linfáticos. La presencia de semejante molécula explica, pues, porqué el sistema inmune 
no reconoce a la mayoría de los componentes salivales (acerca de porqué reconoce a 
otros, ver más adelante); por otra parte, los parásitos también pueden aprovechar al 
análogo para evitar la producción de citocinas proinflamatorias (IL-1, TNF, etc.) por 
macrófagos y otros tipos de células (ver Redpath et al., 2001), lo que puede favorecerlos 
en numerosos aspectos. 
 
3.2.4. Moléculas inductoras de citocinas anti-inflamatorias (Madrazo Arranz, C.; 
Tesis Doctoral; datos no publicados).  
 
Tanto en el caso de O. erraticus como en el de O. moubata, un asunto paradójico 
es porqué el sistema inmune reconoce a unos componentes salivales (los antigénicos) y 
no a otros como son los antihemostáticos e inmunomoduladores. En O. erraticus, y de 
acuerdo con lo visto en el punto precedente, la explicación para el no reconocimiento de 
estos segundos componentes, es que previsiblemente son endocitados por células 
dendríticas cuya maduración resulta inhibida por el análogo de la IL-10. Pero entonces, 
¿por qué este fenómeno no afecta a los componentes antigénicos?.  
 
En el caso de O. erraticus, una explicación es la siguiente. Como ya se ha 
indicado anteriormente, los antígenos de esta especie (al menos el de 260 kDa) muestran 
una homología del 90% con la cadena alfa de la hemoglobina (Hb) de todo tipo de 
vertebrados. Cabe suponer, en consecuencia, que los antígenos son reconocidos 
inmediatamente por la haptoglobina (Hp), lo que puede dar lugar a la liberación de las 
moléculas a ellos asociadas. La haptoglobina es una proteína plasmática que tiene como 
misión el retirar a la hemoglobina libre de la circulación, lo cual llevan a cabo los 
macrófagos del bazo, tras la interacción de los complejos Hb-Hp con la molécula 
CD163 (Kristiansen et al., 2001); la interacción induce, además, la producción de 
citocinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-β) por las células señaladas. 
 
Como se ha evidenciado en nuestro laboratorio, los antígenos de O. erraticus 
ligan a la Hp. En consecuencia, cabe suponer que los complejos Ag-Hp son retirados de 
la circulación en el bazo, órgano al que no llegan las moléculas inmunomoduladoras. 
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Por este motivo tenemos respuesta frente a los antígenos pero no frente al resto de los 
componentes salivales.  
 
Obviamente, si la garrapata ha evolucionado desarrollando un mecanismo para 
que exista una respuesta frente a una parte de sus componentes salivales, es porque la 
respuesta le resulta favorecedora en algún aspecto. Puesto que las células dendríticas 
expresan en superficie al receptor FcγRIIB (inhibidor, al tener un motivo ITIM en su 
cola citoplasmática; ver Djstelbloem et al., 2001 y Tew et al., 2001) cabe pensar, en 
consecuencia, que una vez sensibilizados los animales, los complejos antígeno-
anticuerpo contribuyen a la anergia de esas células tras su interacción con el receptor 
señalado. 
 
En el caso de O. moubata, el motivo por el que el sistema inmune reconoce a 
unos componentes y no a otros es un asunto que está aún por aclarar. No obstante, y 
puesto que su componente salival más inmunogénico muestra una importante 
homología con el componente C3 del complemento, una posible hipótesis acerca del 
motivo de su reconocimiento es la de que sea captado por células (a través de los 
receptores CRI/CRII) o por proteínas plasmáticas, que lo transporten a lugares a los que 
no llegan las moléculas inmunomoduladoras salivales. 
 
 
3.3. MOLÉCULAS DEL SISTEMA DE DEFENSA DE LOS ORNITHODOROS  
 
Los invertebrados poseen un sistema innato de defensa frente a las infecciones 
equivalente al sistema inmunitario inespecífico de los vertebrados.  
 
Este sistema se ha estudiado con particular intensidad en los insectos 
hematófagos, pero también en escorpiones, cangrejos (Limulus polyphemus), mejillones 
y, más recientemente, en las garrapatas, tanto ixódidos como argásidos, y en todos estos 
organismos se han encontrado unos mecanismos defensivos muy similares (Nakajima et 
al., 2001, 2002, 2003a).  
 
Dicho sistema de defensa es capaz de desarrollar respuestas antimicrobianas 
celulares, protagonizadas por hemocitos fagocíticos, y humorales, integradas por 
péptidos antibacterianos, enzimas y reactivos citotóxicos derivados del  oxígeno 
(Hoffman y Reichhart, 2002; Kadota et al., 2002). 
 
De interés para nosotros son las moléculas (péptidos y enzimas) que forman parte 
de la respuesta humoral de los ornithodoros, las cuales han comenzado a ser descritas 
recientemente. Las ya conocidas son las siguientes. 
 
3.3.1. Defensinas.  
 
 Por el momento, sólo han sido identificadas en O. moubata (Nakajima et al., 
2001, 2002). Se conocen  4 isoformas (la A, B, C y D) que se expresan 
constitutivamente en el intestino, tracto reproductor y en el cuerpo graso. Las isoformas 
A, B y C están estrechamente relacionadas entre si (su identidad a nivel de aminoácidos 
es superior al 90%) y se expresan sobre todo en el intestino, mientras que la D forma un 
grupo aparte (su identidad con el resto de las isoformas está entre el 78,4% y el 86,5%) 
y se expresa principalmente en el cuerpo graso. Este patrón de expresión cambia tras la 
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toma de sangre pues las cuatro pasan a ser abundante y mayoritariamente expresadas en 
el intestino (Nakajima et al., 2002). Algo lógico teniendo en cuenta que los ciegos 
intestinales de O. moubata son un medio favorable para el desarrollo de los 
microorganismos ingeridos con la sangre, entre otros motivos porque en esta especie, 
como en el resto de las garrapatas, no existen enzimas digestivas extracelulares al ser el 
proceso de digestión de la sangre un fenómeno intracelular. De ahí la conveniencia de 
poner en marcha una respuesta antimicrobiana intestinal. 
 
Las diferentes isoformas están codificadas por 4 genes similares. Todos ellos 
constan de cuatro exones y tres intrones y poseen un tamaño cercano a 1,4 kpb. Las 
defensinas codificadas por estos genes se sintetizan en forma de precursores de 73 
aminoácidos y tras su procesamiento proteolítico por una convertasa denominada furina 
(ver Nakajima et al., 2001) se convierten en péptidos maduros de unos 4 kDa. Las 
defensinas de O. moubata conservan las seis cisteínas y los tres puentes disulfuro 
intracatenarios (característicos de las defensinas) en las mismas posiciones que las 
defensinas de los demás invertebrados (Nakajima et al., loc. cit.), por lo que suponemos, 
aunque no hemos encontrado información precisa sobre este punto, que también 
conservan la estructura terciaria típica de estos péptidos, consistente en un lazo 
aminoterminal, una hélice α anfipática y dos segmentos β antiparalelos (Cociancich et 
al., 1993). Filogenéticamente, las defensinas de O. moubata están más próximas a las de 
los escorpiones, libélulas y mejillones que a las de los insectos más modernos como los 
neópteros (Nakjima et al., 2002). 
 
 Como ocurre con las defensinas de otros organismos, las de O. moubata son 
péptidos con actividad bacteriolítica, dirigida esencialmente frente a las bacterias Gram 
positivas (Nakajima et al., 2003a). Su mecanismo de acción, al menos el de las 
defensinas de los insectos como Phormia terranovae (ver Cociancich et al., 1993), 
consiste en la formación de canales iónicos en la membrana citoplasmática de la 
bacteria mediante la oligomerización de monómeros de defensina. Los canales permiten 
la pérdida de potasio citoplasmático, la despolarización de la membrana interna y el 
bloqueo de la respiración bacteriana, todo lo cual conduce a la muerte del 
microorganismo. 
 
3.3.2. Lisozima del intestino de O. moubata (tick gut lysozime, TGL). 
 
 Aislada y purificada a partir del contenido intestinal de O. moubata (Kopacek et 
al., 1999), forma parte, junto con las 4 isoformas de defensina, de la respuesta humoral 
antibacteriana inducida tras la toma de sangre. Posteriormente clonada y secuenciada 
por Grunclová et al. (2003), se ha comprobado que es una proteína de 124 aminoácidos 
y 14.037,75 Da que se expresa en el intestino del parásito entre las 16 horas y los 5 días 
postalimentación. 
 
El análisis filogenético de la lisozima de O. moubata (TGL) muestra que es de 
tipo c (o tipo “chicken”) y que forma un grupo monofilético con las lisozimas CP6542 
de Anopheles gambiae cepa PEST y CG8492-PA de Drosophila melanogaster. A este 
grupo se le ha denominado rama H por presentar en la posición 52 un residuo de 
histidina en lugar del de tirosina que está presente en la inmensa mayoría de la lisozimas 
tipo c. 
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Como otras lisozimas de tipo c, las características bioquímicas de la TGL 
indican que puede desempeñar una función digestiva. No obstante, en O. moubata esta 
función sería secundaria, porque su  función principal es la defensa frente a las bacterias 
Gram positivas. Su mecanismo de acción antibacteriano se basa en la hidrólisis del 
enlace β 1-4 entre el ácido N-acetilmurámico y la N-acetilglucosamina del 
péptidoglicano que constituye la pared de estas bacterias. 
  
3.3.3. α2-macroglobulina de O. moubata (“tick α2-macroglobulin”, TAM). 
 
Como ya hemos indicado en el apartado relativo a las moléculas 
antihemostáticas, las α2-macroglobulinas son proteínas plasmáticas de gran tamaño, 
abundantes tanto en vertebrados como en invertebrados. Su función es la de inhibir 
proteasas y su espectro de proteasas substrato es amplio. Gracias a esta función, las α2-
macroglobulinas desempeñan un importante papel en el sistema innato de defensa 
protegiendo al organismo frente a la acción no deseada de numerosas proteasas, 
incluidas las proteasas procedentes de los microorganismos invasores. 
 
O. moubata posee una α2-macroglobulina (la TAM) que ha sido recientemente 
identificada, clonada y secuenciada por el equipo de doctor Kopacek (ver Kopacek et 
al., 2000 y Saravanan et al., 2003). La TAM se expresa en las glándulas salivales, en los 
hemocitos y, en menor medida, en el intestino del chinchorro. En todos estos tejidos, su 
expresión aumenta considerablemente a las 24 horas de la toma de sangre, motivo por el 
cual los autores de su descubrimiento sugieren que, junto con las defensinas y la 
lisozima, también forma parte de la respuesta antimicrobiana del argásido inducida por 
la ingestión de la sangre. 
 
3.3.4. Fenol oxidasa. 
 
 La actividad fenol oxidasa ha sido detectada en la hemolinfa y en el plasma 
(pero no en los hemocitos) de las ninfas-4 de O. moubata por Kadota et al. (2002). Su 
hallazgo es el primero en una garrapata blanda, aunque no se ha caracterizado aun a la 
molécula responsable de esta actividad. También se ha buscado, aunque sin éxito, en 
garrapatas duras como Amblyomma americanum, Dermacentor variabilis e Ixodes 
scapularis. El fracaso en su detección en estos ixódidos se debió, previsiblemente, a que 
se buscó en homogenados completos de adultos en lugar de hacerlo en la hemolinfa. En 
consecuencia, es probable que la cantidad de hemolinfa analizada en el homogenado 
fuese demasiado pequeña y que, además, estuviera presente algún factor inhibidor  
(Zhioua et al., 1997).   
 
La fenol oxidasa genera quinonas, que pueden reaccionar con las proteínas, y 
que cuando son abundantes forman melanina. La melanización es una reacción de 
encapsulación que desempeña un papel en la defensa de los invertebrados frente a los 
microorganismos.  
 
En las ninfas-4 de O. moubata la actividad fenol oxidasa es máxima a los 10-12 
días postalimentación, justo en los momentos previos e inmediatamente posteriores a la 
muda de la mayoría de los individuos (el 70-90 %), cuando están reorganizando sus 
tejidos y son más susceptibles a los factores exógenos, incluyendo los agentes 
infecciosos. Esta coincidencia entre el máximo de actividad fenol oxidasa y la muda 
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sugiere, según Kadota el al. (2002), una función defensiva para la fenol oxidasa en un 
momento como es la ecdisis, en el que el argásido es especialmente frágil. 
 
3.3.5. Dorina M. 
 
 Aislada y caracterizada por Kovar et al. (2000) en el plasma de O. moubata, la 
Dorina M es una glicoproteína heteromultimérica, de aproximadamente 640 kDa 
formada, por dos subunidades de unos 37 kDa. La Dorina M es una lectina con gran 
capacidad hemaglutinante, que se une específicamente a residuos de ácido siálico. 
 
En los artrópodos las lectinas son producidas, y secretadas a la hemolinfa, por 
los hemocitos y las células del cuerpo graso (Guderra et al., 2002b). Por su parte, las 
lectinas ligadoras de ácido siálico son frecuentes en los quelicerados y en ellos se unen a 
bacterias Gram negativas (Kuhn et al., 1996). Aunque se desconoce aun su función 
exacta, y si su expresión está regulada por la ingesta de sangre, se piensa que la Dorina 
M, como en general las lectinas de los invertebrados, participa en la defensa frente a los 
patógenos (Guderra et al., 2002b). 
 
3.3.6. Ferritinas. 
 
Aunque no participan en la respuesta frente a las infecciones, las incluimos en 
este apartado por su reciente descubrimiento y porque también ejercen una acción 
protectora. 
 
Son dos proteínas homólogas, halladas y caracterizadas en O. moubata y en 
Ixodes ricinus por Kopacek et al. (2003). Ambas constan de 172 aminoácidos y sus 
pesos moleculares son similares (19.667 y 19.974 Da, respectivamente). Forman  homo-
oligómeros de 24 subunidades y unos 500 kDa de tamaño molecular. Su función es el 
secuestro de los iones Fe3+ procedentes de la digestión de la sangre (hasta 4500 iones 
por oligómero) protegiendo así a la garrapata de los efectos tóxicos de dichos iones. A 
diferencia de las ferritinas de los insectos, son proteínas citoplasmáticas y no se 
secretan. Por otra parte, su expresión no parece ser inducida por la ingesta de sangre. 
 
Estas dos ferritinas no son, sin embargo, las únicas proteínas implicadas en el 
secuestro del hierro conocidas en las garrapatas. Se han descrito ya otras tres proteínas 
cuya función es ligar al grupo hemo y evitar sus efectos tóxicos. Las tres son hemo-
lipoproteínas muy similares entre si y cada una de ellas es, respectivamente, la proteína 
más abundante en la hemolinfa de su especie. Una es la denominada HeLp de Boophilus 
microplus (Maya-Monteiro et al., 2000; Guderra et al., 2002b) y las otras dos son las 
denominadas “carrier protein” de Dermacentor variabilis (DvCP) y de Ornithodoros 
parkei (OpCO) (Guderra et al., 2001, 2002a, 2002b). Estas dos últimas no sólo son 
abundantes en la hemolinfa de las garrapatas, sino también en otros tejidos y fluidos 
corporales. En concreto, la DvCP de D. varibilis es abundante en el cuerpo graso y en 
las glándulas salivales, mientras que la OpCP de O. parkeri es muy abundante en el 
fluido coxal,  aunque no se detecta ni en el cuerpo graso ni en las glándulas salivales. 
 
3.3.6. Fragmentos antibacterianos de la hemoglobina del hospedador. 
 
 Por último, queremos incluir en esta revisión el hallazgo reciente en O. moubata 
de dos moléculas antibacterianas procedentes de su hospedador. Son dos péptidos 
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aislados y purificados por Nakajima et al. (2003b) en el lumen del intestino de O. 
moubata, que se corresponden con los fragmentos 1-11 y 3-19 de la α-hemoglobina del 
conejo y que muestran una fuerte actividad anti-Staphilococcus aureus. Esto significa 
que O. moubata, además de las moléculas propias utiliza moléculas del hospedador para 
defenderse de los microorganismos invasores.  Aunque sorprendente, el fenómeno no es 
nuevo, puesto que Fogaça et al. (1999) encontraron también en B. microplus un 
fragmento (3.207,5 Da) de la α-hemoglobina bovina con actividad antifúngica y 
antibacterias Gram positivas. 
 
 
4. VACUNAS ANTI-ORNITHODOROS 
 
Hasta la fecha, los trabajos en los que se aborda el desarrollo de una vacuna anti-
ornithodoros u otros argásidos son muy escasos, de manera que, salvo los de Chinzei y 
Minoura (1988) con O. moubata y Need y Butler (1991b) con O. turicata y O. talaje, no 
existen más que los llevados a cabo en nuestro laboratorio por Astigarraga et al. (1995, 
1997) y Manzano Román (2002) con O. moubata y O. erraticus. 
 
En los citados trabajos se evaluó el valor vacunal de los antígenos salivales de 
esas especies y también el de diferentes tipos de antígenos ocultos, esto es, de antígenos 
que, en condiciones naturales, los parásitos no exponen al sistema inmunitario de los 
hospedadores pero que pueden ser alcanzados por los efectores de la inmunidad si 
artificialmente se induce una respuesta frente a ellos. 
 
 
4.1. ENSAYOS CON ANTÍGENOS SALIVALES 
 
Con los antígenos salivales se obtuvieron unos resultados bastante variables. 
Uno de estos primeros ensayos fue el de Need y Butler (1991b), en el cual lograron un 
incremento de un 16% en la mortalidad de las larvas de O. talaje alimentadas sobre 
ratones CD1 vacunados con un extracto completo de las glándulas salivales. El 
incremento, aunque estadísticamente significativo, fue, sin embargo, de similar 
magnitud al inducido por la respuesta natural. En este trabajo no se evaluó el efecto de 
la respuesta sobre ningún otro parámetro (cantidad de sangre ingerida, tiempo de 
alimentación, etc. ) ni sobre las demás fases evolutivas del parásito. 
 
Por su parte, y como ya hemos señalado en la introducción, Astigarraga et al. 
(1995) vacunaron cerdos con extractos solubles de glándulas salivales (SGE-2) de O. 
erraticus y O. moubata. De este modo obtuvieron una respuesta anti-O. moubata que 
inhibió la alimentación de los adultos de ambos sexos, y la posterior oviposición de las 
hembras, hasta en un 60-70%, inhibición que además fue muy uniforme en todos los 
cerdos. En el caso de O. erraticus la inhibición de la toma de sangre fue menor y 
además varió enormemente de unos cerdos a otros. Aunque la variabilidad en la 
protección restaba interés al SGE-2 de O. erraticus como antígeno vacunal, los 
resultados dejaron claro que en esta especie también era posible el bloqueo de la 
alimentación al haberse logrado en algunos casos unas caídas en la cantidad de sangre 
ingerida y en la fecundidad de las hembras de hasta el 50% (Astigarraga et al., 1995). 
La protección lograda en estas pruebas se atribuyó al reconocimiento, forzado por los 
adyuvantes de Freund, de varios componentes de los SGE-2 que no son antigénicos en 
condiciones naturales. 
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 Estas observaciones de Astigarraga et al. (1995) fueron el punto de partida del 
trabajo de Manzano Román (2002) con el SGE-2 de O. erraticus,  trabajo que tuvo por 
objetivo el conseguir una respuesta uniforme frente a esta especie e identificar a las 
moléculas del SGE-2 responsables de la inhibición de la toma de sangre. Con ese fin 
purificó los componentes no antigénicos del SGE-2 que eran reconocidos habitual (los 
de 70 y 50 kDa) o esporádicamente (el de 20 kDa) por los animales vacunados con este 
extracto y los administró individualmente a los cerdos con los adyuvantes de Freund o 
con otros adyuvantes. También purificó y administró a los cerdos un conjunto de 
péptidos de PM inferior a los 15 kDa que nunca habían sido reconocidos por el sistema 
inmunitario de estos animales, ni siquiera cuando se administraron con los adyuvantes 
de Freund, formando parte del SGE-2, en las pruebas previas. 
 
En estos ensayos se comprobó: (i), que todos los animales reconocían a los 
componentes de 70 y 50 kDa, pero que dicho reconocimiento no proporcionaba 
protección; (ii), que el reconocimiento del componente de 20 kDa inhibía en más de un 
50% la alimentación de los parásitos, pero que la mayoría de los cerdos eran incapaces 
de reconocerlo, con independencia de la dosis, adyuvante y modo de administración 
(soluble, particulado o en forma de complejos inmunes) y (iii), que ningún animal 
reconoció a los componentes de PM inferior a 15 kDa cualquiera que fuera la dosis, 
adyuvante y modo de administración, motivo por el cual la ausencia de reconocimiento 
de estas moléculas se atribuyó a la base genética de los animales o a otros factores de 
difícil explicación como, por ejemplo, a una protección especial por parte del parásito. 
 
Teniendo en cuenta estos resultados, el autor concluyó que la mera inducción del 
reconocimiento de componentes salivales no inmunogénicos (como los de 70 y 50 kDa) 
no es sinónimo de protección y que, en cambio, sí podría serlo, el reconocimiento de los 
componentes aparentemente más protegidos por el parásito, como son aquellos acerca 
de los cuales nunca (inferiores a 15 kDa) o sólo muy excepcionalmente (20 kDa) se ha 
logrado ese reconocimiento. 
 
 
4.2. ENSAYOS CON ANTÍGENOS OCULTOS 
 
En cuanto a los trabajos de vacunación con antígenos ocultos, el primero se llevó 
a cabo en conejos utilizando como antígeno vacunal el vitelo de huevos de O. moubata, 
el cual indujo una respuesta que disminuyó la fecundidad de las hembras en un 50 % 
(Chinzei y Minoura, 1988). Puesto que al igual que en los ixódidos, en los argásidos -y 
en particular en O. moubata-, las inmunoglobulinas del hospedador pasan intactas desde 
el intestino a la hemolinfa (Minoura et al., 1985; Chinzei y Minoura, 1987; Ben Yakir, 
1989), esto podría explicar el resultado antes indicado. Al ser la vitelogenina la proteína 
más abundante en la hemolinfa de O. moubata (Kopacek et al., 2000; Guderra et al., 
2002b), en consecuencia cabe pensar que unos anticuerpos frente a ella podrían inhibir 
su incorporación a los oocitos en forma de vitelina, lo que  explicaría la caída en la 
fertilidad de las hembras observada en el trabajo en consideración. 
 
Los siguientes trabajos con antígenos ocultos fueron los de Need y Butler 
(1991b), quienes en sus pruebas de vacunación de ratones CD1 frente a O. turicata y O. 
talaje, utilizaron como antígenos vacunales un extracto de tubo digestivo y un extracto 
del resto de los órganos internos distintos del tubo digestivo. Ninguno de los dos 
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extractos proporcionó protección frente a las larvas de O. turicata, pero si frente a las de 
O. talaje (que son de alimentación lenta), entre las cuales provocaron un incremento de 
la mortalidad del 12 al 29%, similar al inducido por la respuesta natural frente a esta 
especie. Puesto que en la hemolinfa de ambas especies se detectaron anticuerpos anti-
garrapata del hospedador, los autores atribuyeron la protección frente a O. talaje a la 
acción de la respuesta celular y no a la acción directa de los anticuerpos 
(mayoritariamente IgG1) inducidos por la vacunación. 
 
En cuanto a los trabajos de Astigarraga et al. (1995) con antígenos ocultos, estos 
consistieron en la vacunación de cerdos frente a O. erraticus utilizando como antígenos 
vacunales unos extractos solubles de la hemolinfa, singanglio, glándulas coxales y tubo 
digestivo. Tal como se ha adelantado en la introducción, con estos antígenos no se 
consiguió protección alguna, previsiblemente debido a que, por el modo de preparación 
de los extractos antigénicos, se eliminó de ellos la fracción de proteínas de membrana y 
justamente esas proteínas, como son por ejemplo las que exponen los enterocitos por su 
cara luminal, podrían ser las de mayor interés vacunal. 
 
La comprobación de la hipótesis anterior fue el objetivo de la segunda parte de 
la tesis doctoral de Manzano Román (2002), en la cual demostró: (i), que, 
efectivamente, un extracto de las proteínas de membrana de los enterocitos de O. 
erraticus inducía en cerdos, conejos y ratones una respuesta protectora capaz de 
provocar la muerte en 48 horas de hasta el 70% de las ninfas de O. erraticus 
alimentadas sobre los animales vacunados; (ii), que la molécula responsable de la 
protección es una proteína de 45 kDa (denominada Oe45) que se expresa en la 
membrana luminal de los enterocitos entre las 24 y 72 horas post-alimentación y (iii), 
que la protección está mediada por  el sistema del complemento, el cual se fija sobre la 
superficie de los enterocitos a través de los anticuerpos anti-Oe45 provocando la lisis 
celular y la subsiguiente destrucción del intestino. 
 
En definitiva, si algo dejan claro los trabajos anteriores es que tanto los 
antígenos salivales, al menos algunos de ellos, como los ocultos pueden inducir 
respuestas protectoras frente a los ornithodoros. El efecto de los primeros consiste, 
esencialmente, en generar un ambiente hostil para el parásito en el sitio de  
alimentación, y el de los segundos en daños directos en el parásito que le pueden 
ocasionar la muerte. Una vacuna que combinase ambos tipos de efectos podría 
proporcionar un protección más alta, tal vez cercana al 100%. Dicha vacuna podría 
buscarse combinando en ella ambos tipos de antígenos, o mejor aun, utilizando 
antígenos salivales protectores modificados que además portasen epítopos compartidos 
con los antígenos ocultos. Esta segunda estrategia tendría la ventaja adicional de que las 
infestaciones naturales actuarían como dosis antigénicas de refuerzo.  
 
Pues bien, esta estrategia ya ha sido aplicada con bastante éxito por Trimnell et 
al. (2002) frente al ixódido Rhipicephalus appendiculatus, utilizando como antígeno 
formas truncadas recombinantes de una proteína del cemento denominada 64P.  
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I. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
 
 
1.1. PARÁSITOS 
 
 Todas las pruebas se han llevado a cabo con ejemplares de Ornithodoros 
moubata procedentes de un cultivo de laboratorio que se mantiene en una cámara de 
simulación ambiental a 28 ºC, 85-90% de humedad relativa y 16/8 horas de 
luz/oscuridad. Los ejemplares del cultivo se alimentaron sobre conejos cada 2, 3 ó 6 
meses, dependiendo de los que se necesitasen en el laboratorio. Tales ejemplares fueron 
utilizados como fuente de antígenos y para ver la acción de las vacunas. 
 
 
1.2. HOSPEDADORES 
 
 Como animales de experimentación se utilizaron casi siempre cerdos por ser 
éstos los principales hospedadores de los parásitos objeto de estudio y, por tanto, los 
destinatarios de la vacuna. En ocasiones también se utilizaron conejos y ratones para 
realizar algunas determinaciones que resultaron de interés por diversos motivos. 
 
 1.2.1. Cerdos 
 
 Se utilizaron 69 cerdos de raza ibérica, todos ellos procedentes de una 
explotación porcina por el sistema intensivo en la que sucesivos exámenes 
parasitológicos habían demostrado que los animales estaban libres de ectoparásitos. El 
peso inicial de los animales, todos hembras, fue de 13-14 kg y su peso final varió 
dependiendo de la duración de las pruebas. Estos cerdos se mantuvieron en las 
dependencias del Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de Salamanca 
(SEA). Como alimento se les dio un pienso comercial para lechones ibéricos, 
desprovisto de antiparasitarios, de Gallina Blanca Purina (ref. 188100). Tanto el pienso 
como el agua les fueron suministrados ad libitum. 
 
 1.2.2. Conejos 
 
 Se utilizaron 12 machos de raza blanca neozelandesa y de 1 kg de peso al inicio 
de las pruebas. Todos ellos se mantuvieron en el SEA y se alimentaron ad libitum con 
un pienso no medicado de Gallina Blanca Purina (ref. 125500). 
 
 1.2.3. Ratones  
 
 Los 35 utilizados fueron de raza BALB/c, hembras, con un peso inicial de unos 
25 gramos. Como los animales anteriores, se mantuvieron en las dependencias del SEA 
alimentados ad libitum con un pienso no medicado específico para ratones (PANLAB 
A.04). 
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II. TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS E INMUNOENZIMÁTICAS 
 
 Como técnicas de rutina se han utilizado en nuestro trabajo la electroforesis en 
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), el western blot y el enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA).  
 
La electroforesis se usó como método analítico y como método preparativo. 
Como técnica analítica, se llevó a cabo en minigeles de 5 x 9 cm y se aplicó para 
determinar la composición proteica de los diferentes extractos antigénicos y la de sus 
fracciones. Como método preparativo se llevó a cabo en geles grandes, de 19 x 15 cm, y 
se empleó en algunos procedimientos de purificación de antígenos. 
 
El ELISA se utilizó, esencialmente, para estimar los niveles de anticuerpos en 
los hospedadores vacunados y el western blot para determinar los antígenos particulares 
reconocidos por esos mismos hospedadores. 
 
En ocasiones, y por razones que se expondrán en el momento oportuno, el 
ELISA y el western blot se llevaron a cabo sobre antígenos desglicosilados con 
metaperiodato sódico. Por esta razón, describimos también en este apartado ese 
procedimiento de desglicosilación. 
 
 El resto de las técnicas utilizadas en este trabajo, tanto en la 
purificación/modificación de antígenos como en el análisis de la respuesta inmunitaria, 
se han aplicado más esporádicamente y se describen en otros apartados, junto con el 
experimento en el que se emplearon por primera vez. 
 
 
2.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON 
DODECILSULFATO SÓDICO (SDS-PAGE). 
  
 2.1.1. Electroforesis en geles con TRIS-glicina. 
 
Este tipo de electroforesis se empleó en la separación de polipéptidos grandes. 
Para ello se llevaron a cabo en un sistema discontinuo, similar al descrito por Laemmli 
(1970), en el que la concentración del gel de carga fue del 5% y la del gel separador un 
gradiente del 5-20%.  
 
Inmediatamente antes de ser cargadas, las muestras se hirvieron durante cinco 
minutos en tampón desnaturalizante (31,25 mM TRIS-HCl pH 6,8, SDS al 2%, 
glicerina al 10% y 2-mercaptoetanol al 5%). La cantidad de proteína cargada fue de 50 
µg por cada 5 mm de gel, en los geles de 15 x 19 cm, y de 5 µg por cada 5 mm, en los 
minigeles de 5 x 9 cm. Junto con la muestra se incluyó en cada gel, como referencia 
para la valoración de los pesos moleculares, una mezcla de proteínas preteñidas (BRL, 
ref. 26041-020) tratadas de igual modo que el resto de las muestras. 
 
Las electroforesis en geles grandes se realizaron a 70 mA por gel durante tres 
horas, o bien, a 12 mA durante toda la noche. Los minigeles se resolvieron a 35 mA en 
unos 30 minutos. 
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 2.1.2. Electroforesis en geles con TRIS-tricina. 
 
Este otro tipo de electroforesis se utilizó para la separación de péptidos y se 
llevó a cabo siguiendo las indicaciones de Gallagher (1995). Para ello se utilizó también 
un sistema discontinuo, formado por un gel de carga de un 3,9% de acrilamida y un gel 
separador de un 10% o de un 16,5% de acrilamida. 
 
Inmediatamente antes de ser cargadas, las muestras se hirvieron durante cinco 
minutos en tampón desnaturalizante, que en este caso fue el “2X sample buffer” de 
Sigma (ref. S-3047) (TRIS-HCl 0,1M pH 6,8, SDS al 1%, glicerina al 24%, 2-
mercaptoetanol al 4% y coomassie brilliant blue G al 0,02%). Como en las 
electroforesis con TRIS-glicina, en los geles de 15 x 19 cm se cargaron 50 µg de 
muestra por cada 5 mm de gel y en los minigeles 5 µg por cada 5 mm. Junto con la 
muestra, y tratadas de igual modo, en cada gel se incluyeron dos mezclas patrón para la 
estimación de los pesos moleculares: el “low molecular weight” (LMW) de BioRad (ref. 
161-0304), con un rango de 10 a 100 kDa, y el “ultra low molecular weight” (ULMW) 
de Sigma (ref. M-3546), con un rango de 1,06 a 26,6 kDa. 
 
En estas electroforesis el tampón para el ánodo (cubeta inferior) consistió en 
TRIS base 0,2M pH 8,9 y el del cátodo (cubeta superior) en TRIS-base 0,1M, Tricina 
0,1M y SDS 0,1%. 
 
Las electroforesis en geles grandes se resolvieron a 30 voltios/gel durante 1 hora 
y acto seguido a 150 voltios/gel durante 4-5 horas. Los minigeles se resolvieron a 55 
voltios/gel en 1 hora. 
 
 2.1.3. Tinción de los geles. 
 
 Tras la electroforesis, los geles fueron o bien inmediatamente teñidos con 
diversos colorantes o, por el contrario, electrotransferidos a membranas.  
 
La tinción se llevó a cabo con azul de coomassie y/o con nitrato de plata 
siguiendo los protocolos descritos por Morrissey (1981). Cuando fue precisa una mayor 
sensibilidad se utilizó el colorante EZBlue (Sigma, ref. G-1041) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
2.1.4. Electrotransferencias. 
 
Las transferencias desde los geles a las membranas se llevaron a cabo de acuerdo 
con las indicaciones de Towbin et al. (1979), pero utilizando un tampón de transferencia 
desprovisto de metanol (glicina 192 mM, TRIS 25 mM, pH 8,3). La transferencia desde 
los geles grandes se realizó a 60 voltios durante tres horas y durante una hora desde los 
minigeles, en ambos casos con refrigeración constante.  
 
Las proteínas se transfirieron a nitrocelulosa para la realización de western blots 
(ver a continuación) o bien a PVDF para la secuenciación amino terminal de alguna 
banda de interés. 
 
En este segundo caso, es decir cuando la electroforesis y la transferencia tenían 
como objetivo aislar una banda y secuenciar su extremo amino, el protocolo de la 
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electroforesis se modificó ligeramente, de acuerdo con las indicaciones de Speicher 
(1998), para minimizar el riesgo de bloqueo amino-terminal de dicha banda. Las 
modificaciones consistieron, primero, en dejar reposar los geles recién polimerizados 
entre 24 y 72 horas a fin de dar tiempo a la degradación de los radicales que se liberan 
durante la polimerización de la acrilamida y, segundo, en la adicción de tioglicolato 
sódico 0,1 mM (Sigma, T-0632) al tampón de la cubeta superior (cátodo) con el fin de 
neutralizar otros radicales que se pudieran formar durante la propia electroforesis. 
 
Tras la transferencia, las membranas de PVDF fueron teñidas con coomassie R-
250 al 0,025% en metanol al 40% y posteriormente desteñidas con metanol al 50%. 
 
 
2.2. WESTERN BLOT 
 
 Salvo excepciones, esta técnica se llevó a cabo de la siguiente manera: 
  
2.2.1. SDS-PAGE según el protocolo que acabamos de describir.  
 
2.2.2. Transferencia a nitrocelulosa según lo descrito en el apartado 2.1.4.  
 
2.2.3. Inmunodetección. La identificación de los antígenos resueltos en SDS-
PAGE y transferidos a nitrocelulosa se realizó del modo siguiente: 
 
1. Equilibrado de las membranas recién transferidas en PBS (tampón fosfato 10 
mM, pH 7,2 con NaCl 146 mM), 10 minutos, a temperatura ambiente (20 oC). 
En los casos que lo requirieron, las membranas fueron cortadas en tiras verticales 
de 4-5 mm de ancho para su posterior procesamiento individual. 
 
 2. Post-tapizado con BSA (albúmina de suero bovino) al 1,5% en PBS, 30 
 minutos a temperatura ambiente. 
 
3. Lavados, 2 de 15 minutos a temperatura ambiente, en PBS con Tween 20 al 
0,05% (TPBS). 
 
4. Incubación con el suero correspondiente, diluido a 1/100 en tampón diluyente 
(BSA al 0,5% en TPBS), 1 hora, a 37 ºC. 
 
 5. Lavados como en el paso 3. 
 
6. Incubación con la anti-inmunoglobulina apropiada en cada caso, marcada con 
peroxidasa, diluida en TPBS, 1 hora a 37 ºC:  
 
 anti-IgG porcina 1/2000 (Sigma, A-7042)  
anti-IgG de conejo 1/2000 (Sigma, A-0545) 
 anti-IgG murina 1/2000 (Sigma, A-9044) 
 
 7. Lavados como en el paso 3. 
 
8. Incubación con la solución sustrato (80% PBS, 20% metanol, 0,05% 4-cloro-
1-naftol y 0,02% H2O2). 
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 9. Parada de la reacción con agua destilada. 
 
 
2.3. ELISA INDIRECTO. 
 
 Salvo que se especifique otra cosa, los sueros se analizaron siempre por 
duplicado (cada suero en dos pocillos), a una dilución fija de 1/100. El nivel de 
anticuerpos se valoró en función de la densidad óptica dada por los sueros a esa 
dilución.  
 
El protocolo básico del ELISA indirecto fue el siguiente: 
 
1. Tapizado de las placas (Sigma, M-4034) con 100 µl/pocillo del antígeno (0,01 
µg/µl) diluido en tampón carbonato (CO3Na2 15 mM, CO3HNa 34 mM, pH 9,6) 
durante 16 horas a 4 oC, o durante 1 hora a 37 oC. 
 
2. Lavado de las placas con 200 µl/pocillo de TPBS, 5 minutos a temperatura 
ambiente, 3 veces. 
 
3. Post-tapizado con 100 µl/pocillo de BSA al 1% en PBS, 1 hora a 37 oC. 
 
 4. Lavado como en el paso 2. 
 
5. Incubación con 100 µl/pocillo del suero diluido 1/100 en tampón diluyente 
(BSA al 0,5% en TPBS), 1 hora a 37 oC. 
 
 6. Lavado como en el paso 2. 
 
7. Incubación con 100 µl/pocillo de la anti-inmunoglobulina apropiada, marcada 
con peroxidasa, diluida en TPBS, 1 hora a 37 ºC:  
  
 anti-IgG porcina 1/6000 (Sigma, A-7042) 
 anti-IgG1 porcina 1/100 (SEROTEC, MCA635) 
 anti-IgG2 porcina 1/500 (SEROTEC, MCA636) 
 anti-IgM porcina 1/1000 (SEROTEC, AAI39P ) 
 
anti-IgG de conejo 1/2000 (Sigma, A-0545) 
 
  anti-IgG murina 1/2000 (Sigma, A-9044) 
 anti-IgG1 murina, 1/1500 (The Binding Site, ref. AP273) 
 anti-IgG2a murina, 1/1500 (The Binding Site, ref. AP274) 
 anti-IgA murina, 1/1500 (Sigma, A-4789) 
 anti-IgE murina, 1/250 (The Binding Site, ref. PP284.U) 
 
 8. Lavado como en el paso 2. 
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9. Revelado. Incubación durante 10 minutos y en oscuridad, con 100 µl/pocillo 
de solución sustrato:  
  
  30 mg OPD (orto-fenilen-diamina, Sigma P-1526)  
  50 mL de tampón OPD pH 5 (25mM ácido cítrico + 25mM Na2HPO4·12 H2O) 
  20 µL de H2O2 33% 
  
10. Parada de la reacción por adición de 100 µl/pocillo de H2SO4 3N. 
 
11. Lectura de la densidad óptica, a 492 nm, en un espectrofotómetro STL-
LABINSTRUMENTS, EAR 400 FT, con escala de resultados de 0 a 3. 
 
 
2.4. DESGLICOSILACIÓN DE ANTÍGENOS CON PERIODATO SÓDICO 
  
 En ocasiones fue necesario llevar a cabo ELISAs y western blots sobre antígenos 
previamente desglicosilados con metaperiodato sódico (NaIO4). La desglicosilación se 
realizó tras fijar los antígenos a placas de ELISA o tras separarlos por electroforesis y 
transferirlos a membranas de nitrocelulosa. En ambos casos se siguió el procedimiento 
de Woodward et al. (1985), pero modificado por Oleaga-Pérez et al. (1994) que 
describimos a continuación: 
 
1. Lavado de las placas de ELISA o de las membranas de nitrocelulosa con 
tampón acetato 50 mM pH 4,5 durante 2 minutos a temperatura ambiente. 
 
2. Incubación con metaperiodato sódico 10 mM en tampón acetato, 2 horas a 
4ºC en oscuridad. 
 
3. Lavado con tampón acetato, igual que en el paso 1. 
 
4. Lavado con PBS, durante 5 minutos, a temperatura ambiente. 
 
5. Postincubación con glicina al 1%, en PBS, 1 hora a 4 ºC. 
 
6. Lavado con PBS, igual que en el paso 4. 
 
Tras este tratamiento, las placas y las membranas con antígenos desglicosilados 
fueron postapizadas con BSA y empleadas según los procedimientos habituales que 
acabamos de describir. 
 
Para descartar que las diferencias en la reactividad observadas sobre un mismo 
antígeno, antes y después de la desglicosilación, se debieran a posibles efectos de los 
tampones de desglicosilación, todas las pruebas de ELISA y Western blot que incluían 
antígenos desglicosilados se realizaron por triplicado: sobre el antígeno nativo, sobre el 
desglicosilado y sobre el antígeno nativo tratado solamente con los tampones de 
desglicosilación. 
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 2.5. ELISA DE CAPTURA PARA LA DETERMINACIÓN DE IgE TOTAL. 
 
Esta técnica se empleó para la determinación de la concentración sérica de IgE 
total en los ratones vacunados. El procedimiento fue el siguiente. 
 
1. Tapizado de las placas de ELISA con 0,1 µg/pocillo de anti-IgE (Pharmingem, 
ref. 02111D): 50 µl por pocillo de anti-IgE (2 µg/ml) en PBS. Incubación 
durante 16 horas a 4 oC, o durante 1 hora a 37 oC. 
 
2. Lavados: 3 de 5 minutos con TPBS a temperatura ambiente. 
 
3. Postapizado con 200 µl por pocillo de BSA al 3% en PBS, 1 hora a 37ºC. 
 
4. Lavados como en el paso 2. 
 
5. Incubación con 100 µl por pocillo de IgE murina estándar (Pharmingen, ref. 
03121D) en dilución seriada desde 200 a 3 ng/ml (en PBS con 1% de BSA), 
para construir una recta patrón y, simultáneamente, incubación con 100 µl por 
pocillo de cada suero problema diluido 1/100 en PBS con 1% de BSA. Una 
hora a 37ºC. 
 
6. Lavados como en el paso 2. 
 
7. Incubación con 100 µl por pocillo de anti-IgE marcada con peroxidasa, diluida 
1/250 en PBS con 1% de BSA, durante una hora a 37ºC. 
 
8. Lavados como en el paso 2. 
 
9. Revelado. Incubación, durante 10 minutos y en oscuridad, con 100 µl/pocillo 
de solución sustrato: 
  
  30 mg OPD (orto-fenilen-diamina, SIGMA  ref. P-1526)  
  50 mL de tampón OPD pH 5 (25mM ácido cítrico + 25mM Na2HPO4·12 H2O) 
20 µL de H2O2 33% 
 
10.  Parada de la reacción por adición de 100 µl/pocillo de H2SO4 3N. 
 
11. Lectura de la densidad óptica (DO), a 492 nm, en un espectrofotómetro STL-
LABINSTRUMENTS, EAR 400 FT, con escala de resultados de 0 a 3. 
 
12. Interpolación de los valores de DO de los sueros problema en la recta patrón y 
cálculo de las concentraciones de IgE. 
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III. PREPARACIÓN DE LOS EXTRACTOS ANTIGÉNICOS.  
 
 
Como se señala en la introducción, en el presente trabajo se han intentado 
obtener vacunas eficaces frente O. moubata partiendo de tres tipos de extractos 
antigénicos. Primero, con extractos solubles de glándulas salivales (SGE-2) que, en 
principio, poseen los mismos componentes que la saliva (Baranda et al., 1997); segundo 
con extractos de las glándulas coxales y, tercero, con extractos de tubo digestivo.  
 
Con los SGE-2 nuestra tarea ha sido doble: por un parte la de modificarlos y/o 
fraccionarlos para mejorar los resultados obtenidos por Astigarraga et al. (1995) 
(reducción en un 60-70% de la ingesta de sangre) y, por otra, la de identificar, purificar 
y caracterizar la proteína/proteínas responsables de la acción protectora. 
 
Con las glándulas coxales el objetivo fue el comprobar si al administrarlas con 
los adyuvantes de Freund inducían una respuesta protectora y, por último, el objetivo 
con los extractos de tubo digestivo fue averiguar si inducían respuestas protectoras 
similares a las observadas por Manzano Román (2002) frente a Ornithodoros erraticus 
(hasta un 80% de mortalidad prematura entre los inmaduros). 
  
A continuación describimos los procedimientos seguidos para la obtención de 
los diferentes extractos antigénicos.  
 
 
3.1. EXTRACTOS Y MOLÉCULAS DE LAS GLÁNDULAS SALIVALES. 
 
3.1.1. Extracto Soluble de Glándulas Salivales (SGE-2). 
 
Este extracto se preparó generalmente a partir de ejemplares adultos no 
alimentados de O. moubata. El SGE-2 se obtuvo en lotes y cada lote se preparó a partir 
de 50 pares de glándulas salivales de adultos de ambos sexos en igual proporción (25 
machos + 25 hembras).  
 
En ocasiones fue necesario obtener el SGE-2 a partir de las ninfas-2 de O. 
moubata. En estos casos el extracto fue preparado a partir de lotes de 150 ninfas-2 en 
ayunas. 
 
En ambos casos (adultos o ninfas-2), el procedimiento de obtención del SGE-2 
fue similar: 
 
1. Extracción de las glándulas salivales, en PBS a 4ºC, y depósito de las mismas 
en un tubo con PBS mantenido en baño de hielo. 
 
2. Lavado de las glándulas con nuevo PBS, tres veces, dejándolas, finalmente, 
suspendidas en 1 ml de PBS. 
 
3. Rotura de las glándulas mediante cinco ciclos de congelación/descongelación 
(-20 ºC / 20 ºC). 
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4. Centrifugación, 2 minutos a 1000 rpm, para sedimentar los restos de tejido 
glandular y recuperación del sobrenadante. 
 
5. Filtrado del sobrenadante a través de una membrana de 0,2 µm de tamaño de 
poro (ACRODISC 0,2 µm, ref. 4192) para retirar el material particulado que 
pudiese haber pasado al mismo (fragmentos de tráqueas, etc.). Recuperación del 
filtrado, que es ya lo que denominamos SGE-2. 
 
6. Determinación de la concentración proteica del SGE-2 mediante el método de 
Bradford (1976), utilizando un kit comercial (BIO-RAD, Cat. nº 500-0001). 
  
3.1.2. Gránulos salivales: obtención e insolubilización para su uso como 
antígeno salival particulado. 
 
 A diferencia de los ixódidos, que sintetizan parte de sus componentes salivales 
durante la toma de sangre, los ornithodoros poseen ya sintetizados y almacenados en 
gránulos de secreción a todos los componentes de su saliva. Baranda Moral (1998) 
comprobó que, al menos en O. erraticus, los antígenos de la saliva se localizan en la 
membrana de los gránulos y que los componentes no inmunogénicos, los 
biológicamente activos, lo hacen en el interior de los mismos.  
 
Puesto que la respuesta frente a un antígeno varía según se administre a los 
animales en forma soluble o particulada (Wilkinson et al., 2000), en consecuencia, 
insolubilizamos los gránulos y los administramos a los animales para comprobar: (i), si 
así cambiábamos el tipo de respuesta frente a los componentes inmunogénicos de la 
saliva y (ii), si en ese estado se facilitaba el reconocimiento de los no inmunogénicos. 
 
El procedimiento de obtención, insolubilización y posterior fragmentación de los 
gránulos, para facilitar su procesamiento por las células presentadoras de antígenos 
(APCs), fue idéntico al utilizado por Manzano Román (2002): 
 
1. Extracción de las glándulas salivales (de adultos en ayunas) en PBS a 4 ºC. 
Separación de los acinos granulares y depósito sobre un portaobjetos con 
nuevo PBS. 
 
2. Rotura de las células, por presión con un cubreobjetos, y liberación de los 
gránulos al PBS 
 
3. Recuperación de los gránulos con un capilar de vidrio y depósito en un tubo. 
Centrifugación a 2.000 rpm, 5 minutos y desechado del sobrenadante. 
 
4. Lavado de los gránulos, con 1 ml de PBS a 4ºC. Tres veces. 
 
5.  Fijación de las membranas/contenido de los gránulos en 1 ml de formalina 
al 10%, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. 
 
6. Lavados, como en el punto 4. 
 
7.  Fragmentación de los gránulos por sonicación, 3 ciclos de 5 segundos a 60 
watios. 
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8. Valoración de la concentración proteica por el método de Bradford (1976). 
 
3.1.3. Fraccionamiento del SGE-2 en función de la carga nativa de sus 
componentes. 
 
Se llevó a cabo por cromatografía de intercambio iónico en columna abierta 
utilizando dos cartuchos de intercambio iónico Sep-Pak de Waters (QMA Plus, ref. 
20545, como intercambiador aniónico; CM Plus, ref. 20550, como intercambiador 
catiónico). El protocolo seguido fue el suministrado por el fabricante, que, con ligeras 
modificaciones, se detalla a continuación: 
 
1. Obtención de SGE-2 a partir de 50 pares de glándulas en 1 ml de PBS, como 
se indica en el apartado 3.1.1. 
 
2. Concentración del SGE-2 con cartuchos de filtración de 3K de corte 
(Microsep-3, Filtron, ref. OD003C40), dejando la muestra en 0,3 ml de 
PBS. 
 
3. Dilución del concentrado con tampón acetato amónico 50 mM pH 5,5 hasta 
un volumen final de 3 ml. 
 
4. Conexión de los cartuchos en serie y humectación de los mismos con 20 ml 
de tampón acetato amónico 50 mM pH 5,5 administrado con una velocidad 
de flujo entre 5 y 10 ml/minuto. 
 
5. Aplicación de los 3 ml de muestra dentro de los cartuchos con una velocidad 
de flujo de 0,2-1 ml/minuto. 
 
6. Lavado de los cartuchos con 6 ml de tampón acetato 50 mM pH 5,5 (0,2-1 
ml/minuto) y recolección de los 9 ml de eluato, que contiene las proteínas 
neutras (3 ml de muestra + 6 ml de lavado). 
 
7. Desconexión de los cartuchos y elución, por separado, del material retenido 
en cada uno de ellos con 5 ml de NaCl 1M en tampón acetato 50 mM pH 5,5 
(0,2-1 ml/minuto). El eluato del cartucho CM contiene las proteínas cargadas 
positivamente y el eluato del cartucho QMA contiene a las proteínas con 
carga negativa. 
 
8. Concentración de las tres fracciones con cartuchos de filtración de 3K de 
corte, dejando las muestras en un volumen final de 1 ml. 
 
9. Determinación de la concentración proteica de las tres fracciones por el 
método de Bradford (1976) y análisis de su composición por SDS-PAGE. 
 
3.1.4. Desglicosilación enzimática del SGE-2. 
 
Con el fin de vacunar cerdos sólo con la parte peptídica del SGE-2 se procedió a 
la eliminación de la parte sacarídica de las glicoproteínas del extracto utilizando 
glicosidasas. El procedimiento fue el siguiente: 
Material y métodos 
  
 
1. Adición de 200 µl de tampón de digestión 10X (de fosfato potásico 20-100 
mM pH 6,5-7,5 con 10-50 mM EDTA, 0,5-2% Tritón-X100, 0,2% SDS y 
1% 2-mercaptoetanol) a 2 mg de SGE-2 contenidos en 830 µl de PBS (2,4 
µg/µl). Adición de 970 µl de agua para completar el volumen de reacción 
hasta 2ml. 
 
2. Hervido durante 5 minutos. 
 
3. Refrigeración a 4 ºC y adición de las enzimas: 
 
2 mU de O-glycosidasa (Roche, ref. 1012 142) 
2 U de Endoglycosidasa (Roche, ref. 878 740) 
 
4. Incubación durante toda la noche a 37 ºC con agitación suave. 
 
5. Hervido de nuevo durante 5 minutos para detener la reacción. 
 
El extracto, una vez desglicosilado, se examinó por SDS-PAGE y se utilizó para 
la vacunación de cerdos. 
 
3.1.5. Digestión de la parte peptídica del SGE-2 con proteasas. 
 
Por otra parte, y con el fin de vacunar cerdos sólo con la parte sacarídica del 
SGE-2, se procedió a la digestión total de la parte peptídica del extracto utilizando 
tripsina (Sigma, T-7409) y proteinasa K (Sigma, P-2308). El procedimiento fue el 
siguiente: 
 
1. Dilución de 2 mg de SGE-2 en agua Milli-Q hasta un volumen de 900 µl y 
adición de 100 µl de tampón de digestión 10X (300mM Tris-ClH). 
 
2. Incubación durante 5 minutos a 37ºC y sonicación durante un minuto en 
baño de hielo. 
 
3. Ajuste del pH a 8-8,5 con tampón de digestión 10X. 
 
4. Adición de las proteasas: 
 
Tripsina (200 µl, 1 µg/µl) (Sigma, T-7409) 
Proteinasa K (1 µl, 20 µg/µl) (Qiagen, ref. 19131) 
 
5. Incubación durante 2 horas a 37ºC con agitación suave. 
 
6. Hervido durante 10 minutos para inactivar las proteasas. 
 
El producto de la degradación se examinó en SDS-PAGE y se utilizó, sin más 
transformaciones, para la vacunación de cerdos. 
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3.1.6. Comprobación de la presencia de ligandos de P-selectina en el SGE-2. 
Purificación de un componente salival de 44 kDa con actividad ligadora de P-
selectina. 
 
 La presencia de moléculas ligadoras de P-selectina en el SGE-2 se investigó 
primero por ELISA y western blot. Estas comprobaciones se llevaron a cabo con el 
SGE-2 nativo y con el SGE-2 desglicosilado con periodato sódico. Para ello, el SGE-2 
se fijó a placas de ELISA (en exceso de 100 µg/pocillo para saturar todos los sitios de 
unión) o se resolvió por SDS-PAGE en minigeles (15 µg/5 mm) y se transfirió a 
nitrocelulosa y, en ambos casos, se desglicosiló tal como se ha descrito en el apartado 
2.4. 
 
 A continuación, se incubó con P-selectina humana recombinante (R&D Systems, 
ref. ADP3) disuelta en PBS con CaCl2 100 µM durante 2 horas a 37 ºC (0,5 µg/pocillo 
de P-selectina para el ELISA ó 5 µg/tira para el western blot). Tras lavar con TPBS se 
incubó con un anticuerpo monoclonal anti-P-selectina (Bender Medsystems, ref, BMS 
126/2) diluido 1/100 en TPBS durante una hora a 37 ºC y posteriormente con una anti-
IgG murina marcada con peroxidasa (Sigma, A-3673), diluida en TPBS (1/1500 para el 
ELISA, 1/2000 para el western blot), durante una hora a 37 ºC. El resultado se reveló 
con OPD (ELISA) o con 4-cloro1-1-naftol (western blot). Tal como se puede observar 
en el apartado I.7.2 de resultados, aunque el western blot no reveló banda alguna, el 
ELISA mostró un resultado positivo, tanto sobre el SGE-2 nativo como sobre el 
desglicosilado, evidenciando la existencia en el SGE-2 de al menos un componente que 
se une a la P-selectina. 
 
Tal componente se purificó a continuación utilizando dos procedimientos 
distintos. En primer lugar, y aprovechando su afinidad por la P-selectina, mediante un 
procedimiento de captura/inmunoprecipitación utilizando a la propia P-selectina y al 
monoclonal anti-P-selectina como sondas. En segundo lugar, y una vez que el 
procedimiento anterior nos había revelado su peso molecular, por simple electroelución 
a partir de geles de poliacrilamida. 
 
 
PURIFICACIÓN POR CAPTURA/INMUNOPRECIPITACIÓN.  
 
Este procedimiento se aplicó la primera vez para confirmar el resultado del 
ELISA anterior y, una vez confirmado, para purificar el ligando de P-selectina con el fin 
de proceder a su caracterización molecular.  
 
El procedimiento se llevó a cabo siguiendo las indicaciones de Harlow y Lane 
(1988) y tuvo lugar en tres partes: primero se sensibilizaron microesferas de agarosa 
recubiertas de proteína G con el monoclonal anti-P-selectina; en paralelo se incubó el 
SGE-2 con la P-selectina para capturar al ligando y finalmente se precipitaron los 
complejos P-selectina-ligando con el monoclonal anti-P-selectina insolubilizado sobre 
las microesferas.  
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A) Sensibilización de las microesferas recubiertas de proteína G (Sigma, P-7700) 
con el monoclonal anti-P-selectina. 
 
1. Hidratación de las microesferas en PBS. Suspensión de 100 mg de 
microesferas en 1 ml de PBS e incubación a 4 ºC durante 24 horas (el 
volumen del gel hidratado alcanza aproximadamente los 400 µl). Lavados, 
tres veces con 1,5 ml de PBS cada vez, y resuspensión en PBS con 0,01% de 
mertiolato (Sigma, T-5125) hasta un volumen final de 1 ml. Conservación a 
4 ºC y oscuridad hasta el momento de ser utilizadas. 
 
2. Homogenización de la suspensión anterior y recuperación de 100 µl de la 
misma, que contiene aproximadamente 10 mg de microesferas hidratadas. 
Lavado del sedimento (unos 40 µl), tres veces con 1 ml de PBS cada vez, 
dejándolo finalmente en 100 µl  de PBS. 
 
3. Adición de 20 µg de anticuerpo monoclonal anti-P-selectina (1 µg/µl) y de 
80 µl de PBS para llevar el volumen total de la reacción a 200 µl. Incubación 
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación suave para mantener la 
mezcla en suspensión. 
 
4. Lavados: centrifugación a 2000 rpm durante 2 minutos, desechado del 
sobrenadante y adición de 1,5 ml de borax (tetraborato sódico decahidratado) 
0,2 M, pH 9. Repetición del lavado y resuspensión en 1,5 ml de borax. 
 
5. Unión covalente del monoclonal a la proteína G con un “cross-linker” 
bifuncional como el dimetil-pimelimidato (DMPM, Sigma, D-8388): 
centrifugación 2 minutos a 2000 rpm, desechado del sobrenadante y adición 
de 1,5 ml de borax con DMPM 20 mM  (0,26 g de DMPM en 50 ml de 
borax). Incubación durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
 
6. Parada de la reacción y lavados con etanolamina 0,2 M, pH 8: centrifugación 
2 minutos a 2000 rpm, desechado del sobrenadante y resuspensión en 1,5 ml 
de etanolamina. Repetición del lavado y resuspensión en 1,5 ml de 
etanolamina. Incubación 2 horas a temperatura ambiente. Nuevo lavado con 
1,5 de etanolamina. Los pasos 4-6 son opcionales y sólo se realizaron en 
algunos ensayos. 
 
7. Lavado final con 1,5 ml de PBS y resuspensión en 100 µl de PBS. 
 
B) Incubación del SGE-2 con la P-selectina y formación de los complejos P-
selectina-ligando. 
 
1. Adición de 10 µg de P-selectina (1 µg/µl) a 1 mg de SGE-2. Dependiendo de 
la concentración del SGE-2, la reacción se lleva a cabo en un volumen total 
de 350 a 500 µl de PBS con 100 µM de CaCl2. 
 
2. Incubación durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación suave. 
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C) Inmunoprecipitación de los complejos P-selectina-ligando con el monoclonal 
anti-P-selectina insolubilizado sobre las microesferas de agarosa. 
 
1. Adición de la mezcla SGE-2/P-selectina sobre los 100 µl de microesferas 
sensibilizadas e incubación durante 2 horas a temperatura ambiente (o una 
hora a 37 ºC) con agitación suave. 
 
2. Centrifugación, 2 minutos a 2000 rpm y retirada del sobrenadante (es el 
SGE-2 desprovisto del ligando de P-selectina). 
 
3. Lavado del sedimento, cinco veces con 1,5 ml de PBS cada vez, y 
resuspensión final en 100 µl de PBS. 
 
4. Análisis de la composición del sedimento y del sobrenadante por SDS-PAGE 
y western blot. 
 
 
PURIFICACIÓN POR ELECTROELUCIÓN 
 
 La obtención del ligando en cantidad suficiente para la vacunación de cerdos se 
abordó mediante este otro procedimiento debido a su mayor sencillez y alto 
rendimiento, en comparación con la purificación por inmunoprecipitación. El protocolo 
detallado fue el siguiente: 
 
1. Separación por SDS-PAGE. Se resolvieron 12 mg de SGE-2 en 6 geles de 15 
x 19 cm, siguiendo el protocolo habitual. 
 
2. Tinción de los geles y extracción de las bandas. Tras las electroforesis, los 
geles fueron teñidos con cloruro de cobre (CuCl2) para visualizar la banda de 
interés siguiendo el procedimiento descrito por Harlow y Lane (1988): 
 
o Lavado del gel en agua, 2-3 minutos. 
 
o Tinción del gel en CuCl2 0,3 M durante 5-10 minutos. 
 
o Lavado del gel en agua, 2-3 minutos. 
 
o Visualización de las bandas deseadas colocando el gel sobre un fondo 
negro. Extracción de las bandas cortando el gel con la ayuda de un 
bisturí y evitando cuidadosamente la contaminación con las bandas 
adyacentes. 
 
o Desteñido de las tiras de gel mediante lavados sucesivos con EDTA 0,25 
M en TRIS-HCl 0,25 M, pH 9, a temperatura ambiente. 
 
o Lavado de las tiras en tampón de electroelución (ver a continuación) 
durante 10 minutos. 
 
3. Electroelución de las proteínas y electrodiálisis del SDS. Las tiras de gel se 
seccionaron en cuadrados de unos 4-5 mm de lado y se depositaron, cada una 
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por separado, en un tubo del electroeluctor, cuyo fondo se cerró con una 
membrana de 3 K de diámetro de poro, siguiendo las instrucciones del 
fabricante (BIO-RAD). La electroelución se realizó durante 12 horas a 48 
mA (8 mA por tubo) usando como tampón TRIS 25 mM, glicina 192 mM y 
0,1% de SDS. Para retirar el SDS de las proteínas eluídas, éstas se 
electrodializaron a continuación durante 12 horas a 48 mA. Para ello, 
simplemente se sustituyó, sin desmontar el aparato, el tampón de elución por 
el de diálisis, de idéntica composición al anterior pero con una concentración 
de SDS más baja (0,01%). Una vez dializadas, las muestras de distintos 
tubos fueron mezcladas y concentradas por centrifugación a 6.000 rpm en 
cartuchos de 3 K de corte (Microsep-3, Filtron, ref. OD003C40). La 
concentración final de cada una de las proteínas se determinó por el método 
de Markwell et al (1978). 
 
 
CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL LIGANDO DE P-SELECTINA. 
 
A) Mediante un análisis de fijación de lectinas. 
 
Se abordó por western blot, enfrentando el sedimento de la inmunoprecipitacion, 
una vez resuelto en SDS-PAGE y transferido a nitrocelulosa, con seis lectinas. Las 
lectinas estaban marcadas con digoxigenina, de modo que la unión lectina-glicoproteína 
se visualizó utilizando un anticuerpo anti-digoxigenina marcado con fosfatasa alcalina. 
 
Las lectinas utilizadas, con sus correspondientes especificidades se detallan en la 
tabla siguiente: 
 
Lectina Fuente Especificidad Enlace 
GNA Galantus nivalis Man α (1-3,6,2) Man N-glicosídico 
SNA Sambucus nigra Sia α (2-6) Gal/GalNAc N-glicosídico 
MAA Maackia amurensis Sia α (2-3) Gal O-glicosídico 
PNA Arachis hypogea Gal β (1-3) GalNAc O-glicosídico 
DSA Datura stramonium Gal β (1-4) GlcNAc GlcNAc-Ser/Thr 
N-glicosídico 
O- glicosídico 
ConA Canavalia ensiformis 
Man α (1-3,6,2) Man 
Glc 
GlcNAc-Ser/Thr 
N-glicosídico 
- 
O-glicosídico 
 
 
Las lectinas y reactivos necesarios para el análisis fueron adquiridos a Roche 
(DIG Glycan Differentiation Kit, cat. Nº 12102389), y el protocolo seguido en la 
realización de estos ensayos fue el suministrado por el fabricante, pero adaptado para 
membranas de nitrocelulosa de 9 x 6 cm: 
 
1. Saturación de los sitios libres de unión de la nitrocelulosa (tras la 
electrotransferencia del sedimento de la inmunoprecipitación) con 20 mL  de 
solución de bloqueo, 30 minutos a temperatura ambiente. 
 
2. Lavados: 2 de 10 minutos con 50 mL de TBS (Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 
mM, pH 7,5) a temperatura ambiente más uno de 10 minutos con 50 mL de 
tampón 1 (TBS con MnCl2 1 mM y CaCl2 1 mM) a temperatura ambiente. 
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3. Incubación de las membranas con las distintas lectinas durante 1 hora a 
temperatura ambiente en 10 mL de tampón 1 al que se añadió el volumen 
adecuado de la correspondiente lectina: 
 
Lectina volumen
GNA 10 µL 
SNA 10 µL 
MAA 50 µL 
DSA 10 µL 
PNA 100 µL 
ConA 100 µL 
 
4. Lavados: 3 de 10 minutos con 50 mL de TBS a temperatura ambiente. 
 
5. Incubación con 10 µL de anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina en 10 mL de 
TBS, 1 hora a temperatura ambiente. 
 
6. Lavados: como en el punto 4 
 
7. Incubación con solución substrato a temperatura ambiente: 
 
10 mL de tampón 2 (Tris-HCl 100 mM, MgCl2 50 mM, NaCl 100 mM, pH 9,5) 
50 µL de NTB (4-nitroblue tetrazolium chloride al /,7% en dimetilformamida al 70%) 
37,5 µL de X-fosfato (5-bromo-4-cloro-3-indolil fostato al 5% en dimetilformamida) 
 
8. Parada de la reacción con agua destilada. 
 
 
B) Caracterización mediante el análisis con anticuerpos monoclonales frente a 
grupos Lewis. 
 
Se abordó por western blot, enfrentando tanto el SGE-2 completo como el 
sedimento de las inmunoprecipitaciones con dos anticuerpos monoclonales: una IgM 
murina anti-Lewis X (Calbiochem, ref. 434631) y una IgM murina anti-Lewis Y 
(Calbiochem, ref. 434636). Ambos monoclonales se utilizaron diluidos 1/40 en TPBS. 
Como segundo anticuerpo se utilizó una anti-mouse IgM (Sigma, A-8786) marcada con 
peroxidasa diluida 1/1000 en TPBS. El resultado se reveló con 4-cloro-1-naftol. 
 
C) Secuenciación del extremo amino-terminal por el método de Edman. 
 
El sedimento de las imunoprecipitaciones se resolvió por SDS-PAGE y se 
transfirió a una membrana de PVDF tal como se ha indicado en el apartado 2.1. El 
fragmento de membrana que contenía la banda de interés se recortó y se envió al 
Laboratorio de Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología, CSIC, en 
Cantoblanco, 28049 Madrid. 
 
D) Espectrometría de masas, MALDI-TOF. 
 
Para ello, el sedimento de la inmunoprecipitación se resolvió por SDS-PAGE y se 
tiñó con EZBlue. Tras secar el gel, se fotografió y en la fotografía se marcó la banda de 
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interés. Acto seguido el gel y su fotografía se enviaron al laboratorio anteriormente 
señalado. 
 
E) Búsqueda de glicosaminoglicanos (heparina y condroitin sulfato) en el ligando 
de P-selectina. 
 
Las dos pruebas que describimos en este apartado se llevaron a cabo (e 
incluyeron) en la presente tesis doctoral al final de la misma y ambas consistieron en un 
sencillo análisis ELISA. 
 
En el primer experimento las placas de ELISA se tapizaron con 1 µg/pocillo de 
heparina (SIGMA, H-4784) o de condroitin sulfato A (SIGMA, C-9819), durante toda 
la noche a 4ºC, y se postapizaron con un 1% de BSA durante una hora a 37ºC. A 
continuación se enfrentaron con los sueros de dos cerdos vacunados con el ligando de 
P-selectina (ver el apartado V de Material y Métodos, Tabla G) para comprobar si los 
anticuerpos anti-ligando reconocían epítopos en los glicosaminoglicanos (GAG) antes 
indicados. Los sueros se diluyeron 1/100 y se incubaron durante 1 hora a 37ºC. Acto 
seguido se incubó con una anti-IgG (1/6000) o una anti-IgM (1/1000), marcadas ambas 
con peroxidasa, durante 1 hora a 37ºC y el resultado se reveló utilizando OPD como 
cromógeno, tal como se ha descrito en ocasiones anteriores. 
 
El segundo experimento consistió en enfrentar el SGE-2 completo de O. moubata 
con un anticuerpo monoclonal anti-condroitin sulfato (SIGMA, C-8035) para 
comprobar la presencia en este extracto del GAG indicado. Para ello, las placas de 
ELISA se tapizaron con 1 µg/pocillo de SGE-2 y se postapizaron con 1% de BSA. 
Como control positivo se incluyeron pocillos tapizados con el propio condroitin sulfato 
(1 µg/pocillo), y como control negativo se usaron pocillos tapizados solamente con 
BSA. El monoclonal (de la clase IgM) se diluyó 1/200 y se incubó durante 1 hora a 
37ºC; posteriormente se incubó durante una hora a 37ºC con una anti-IgM murina 
marcada con peroxidasa (dilución 1/2000) y el resultado se reveló con OPD. 
 
 
3.1.7. Comprobación de la presencia de ligandos de la molécula CD40L en el 
SGE-2. Purificación de tales ligandos por inmunoprecipitación y obtención de un 
SGE-2 desprovisto de ellos. 
 
Como en el apartado anterior, en primer lugar se investigó la presencia en el SGE-
2 de moléculas ligadoras de CD40L por ELISA y por western blot y, al obtenerse un 
resultado positivo, se procedió, en segundo lugar, a la purificación de tales moléculas 
por inmunoprecipitación. A diferencia del apartado anterior, el ELISA y el western blot 
se llevaron a cabo sólo con el SGE-2 nativo. 
 
Para el estudio por ELISA, las placas se tapizaron con un exceso de SGE-2 (100 
µg/pocillo). A continuación, se incubó durante 1 hora a 37 ºC con 0,5 µg/pocillo de 
CD40L humano recombinante (Bender Medsystems, ref. BMS 308/2) disuelto en PBS. 
Tras lavar con TPBS se incubó con un anticuerpo monoclonal anti-CD40L (Bender 
Medsystems, ref, BMS 153) diluido 1/200 en TPBS durante una hora a 37 ºC y 
posteriormente con una anti-IgG murina marcada con peroxidasa (Sigma, A-3673) 
diluida a 1/2000 en TPBS durante una hora a 37 ºC. El resultado se reveló con OPD. 
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Para llevar a cabo el western blot, el SGE-2 se resolvió por SDS-PAGE en 
minigeles (15 µg/5 mm) y se transfirió a nitrocelulosa. Cada tira de nitrocelulosa se 
incubó con 5 µg de CD40L diluido en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 
lavar con TPBS se incubó, durante 1 hora a temperatura ambiente, con el monoclonal 
anti-CD40L diluido 1/200 en TPBS y posteriormente con la anti-IgG murina marcada 
con peroxidasa diluida 1/2000 en TPBS durante 1 hora, también a temperatura 
ambiente. Tras revelar con 4-cloro-1-naftol apareció una banda de unos 15 kDa. 
 
La purificación de esa banda de 15 kDa por inmunoprecipitación se abordó 
utilizando un protocolo idéntico al descrito para el ligando de P-selectina pero 
cambiando las moléculas utilizadas como sonda, es decir, las microesferas de agarosa 
recubiertas de proteína G se sensibilizaron  ahora con el anticuerpo monoclonal anti-
CD40L (Bender Medsystem, ref. BMS 153) y el SGE-2 se incubó con la molécula 
CD40L (Bender Medsystem, ref. 308/2) disuelta en PBS sin calcio. 
 
La composición del sedimento y del sobrenadante de la inmunoprecipitación se 
examinó por SDS-PAGE. El sobrenadante, esto es, el SGE-2 supuestamente desprovisto 
de antagonistas de CD40L, se utilizó posteriormente en pruebas de vacunación de 
cerdos. 
 
 
CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL LIGANDO DE CD40L. 
 
Se llevó a cabo por espectrometría de masas MALDI-TOF, para lo cual el 
sedimento de la inmunoprecipitación se resolvió por SDS-PAGE en geles de tris-tricina, 
se tiñó con EZBlue y se envió al mismo laboratorio de proteómica antes indicado. 
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3.2. EXTRACTO COMPLETO DE GLÁNDULAS COXALES. 
 
Este extracto se preparó a partir de ejemplares adultos no alimentados de O. 
moubata y contenía tanto los componentes solubles de la glándula como sus restos 
tisulares. El extracto se obtuvo a partir de lotes de 80 adultos de ambos sexos en igual 
proporción. El procedimiento fue el siguiente: 
 
1. Disección de los ejemplares en PBS a 4 ºC, extracción de las glándulas 
coxales y deposito de las mismas en un tubo con PBS  mantenido en baño de 
hielo. 
 
2. Lavado de las glándulas con PBS nuevo, tres veces, dejándolas en 1 ml de 
PBS.  
 
3. Lisis celular mediante un ciclo de congelación/descongelación (-20 / 20 ºC). 
 
4. Fragmentación del tejido glandular por sonicación, 1 ciclo de 5 segundos a 
60 watios. 
 
5. Preservación a – 80ºC hasta el momento de su utilización. 
 
No se midió la concentración proteica de los lotes, de modo que la cantidad de 
extracto administrado a cada cerdo, por dosis, fue un lote entero (80 ejemplares). 
 
 
3.3. EXTRACTOS DE MEMBRANAS DE TUBO DIGESTIVO (TD). 
 
 Basándonos en los protocolos de Manzano Román (2002) para la obtención de 
extractos de membranas del tubo digestivo de O. erraticus, preparamos unos extractos 
similares de O. moubata. 
 
 Estos extractos se obtuvieron a partir de ejemplares en ayunas y de ejemplares 
alimentados tomados a diferentes tiempos post-alimentacion (p.a.). En este segundo 
caso, los ejemplares se alimentaron sobre conejos en lotes de 100 a 200 y se trasladaron 
inmediatamente después a la cámara de mantenimiento de los cultivos. A los tiempos 
prefijados del periodo de postalimentación (6, 24 y 72 horas), se tomaron muestras de 
50-100 ejemplares que, tras ser depositados en hielo, se procesaron (al igual que los 
ejemplares en ayunas) del modo siguiente.  
 
1. Disección de los ejemplares en PBS a 4 ºC. Extracción de los tubos digestivos 
y depósito de los mismos en una placa de Petri con nuevo PBS a 0 ºC (baño de 
hielo). 
 
2. Lavado, en PBS, de los tubos digestivos. Para ello se rasgaron (incluidos los 
ciegos intestinales) con la ayuda de unos punzones finos eliminando su 
contenido luminal (sangre, gránulos, etc.) por agitación o con los mismos 
punzones. 
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3. Depósito de los tubos digestivos limpios en un tubo con 10 ml de PBS a 0º C, 
y agitación del mismo para la eliminación de los restos de sangre, etc., que 
todavía pudieran quedar adheridos a los tejidos. Decantado del PBS. 
 
4. Lisis osmótica de los enterocitos. Para ello, tras decantar el PBS, los tubos 
digestivos se resuspendieron en 10 ml de agua ultrapura (Milli-Q) cambiando 
a ésta periódicamente hasta que era apreciable la lisis celular por 
enturbiamiento del medio (generalmente hasta el séptimo lavado). 
 
5. Lavados sucesivos (normalmente otros siete) hasta que se observa que los 
tubos digestivos ya no liberan nada al medio. 
 
6. Decantado del agua y resuspensión de los tubos digestivos en 2 ml de PBS. 
 
7. Congelación/descongelación de la suspensión (-20/20 ºC, 5 ciclos) (para 
asegurar la rotura de todas las células); eliminación del sobrenadante y 
resuspensión de los tubos digestivos en otros 2 ml de PBS. 
 
8. Sonicación: 3 ciclos de 5 segundos a 60 watios. La suspensión resultante es ya 
lo que denominamos Extracto de Membrana de Tubos Digestivos (TD). 
 
9. Valoración de la concentración proteica mediante el método de Markwell et 
al. (1978). 
 
 
 
Los extractos de tubo digestivo procedentes de ejemplares tomados a las 6 horas 
postalimentación se prepararon también en presencia de una mezcla de inhibidores de 
proteasas para comprobar si la adición de dichos compuestos a los medios de extracción 
(PBS y agua ultrapura) influía en la composición final del extracto. 
 
Los inhibidores y las concentraciones utilizadas fueron las siguientes: 
 
Inhibidor Solución madre Dilución de trabajo Proveedor 
PMSF 100 mM en isopropanol 0,1 mM Roche, 837 091 
Pepstatina A 1 mM en metanol 1 µM Sigma, P-4265 
Iodoacetato sódico - 100 µM Sigma, I-2512 
EDTA 1 M 1 mM Sigma, ED22S 
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IV. VACUNACIÓN: ADYUVANTES E 
INMUNOMODULADORES 
  
Salvo excepciones, en todos los ensayos de vacunación realizados, el extracto 
antigénico en estudio fue administrado a los animales junto con un adyuvante. En 
algunos experimentos, además del adyuvante, se administró también a los animales un 
inmunomodulador. 
 
En este apartado se hace una relación de los adyuvantes e inmunomoduladores 
utilizados y de sus proveedores, o bien, de su protocolo de preparación cuando fueron 
elaborados en el laboratorio. 
 
 
4.1. ADYUVANTES 
 
Se utilizaron los siguientes: 
 
4.1.1. Adyuvantes de Freund (FAs). 
 
Adyuvante completo de Freund (FCA): Sigma, ref. F-5881 
Adyuvante incompleto de Freund (FIA): Sigma, ref. F-5506. 
 
4.1.2. Hidróxido de aluminio (Al(OH)3, Alum). 
 
Este adyuvante se preparó en el laboratorio siguiendo el protocolo descrito por 
Harlow y Lane (1988). La preparación consistió en precipitar el alum en presencia del 
antígeno para que este último quedase atrapado en el precipitado. 
 
1. Dilución del antígeno en PBS: 0,8 mg en 2,5 ml. 
 
2. Adición de 1 ml de AlK(SO4)2 al 10% con agitación suave. 
 
3. Adición de NaOH 0,25 N, gota a gota, en agitación, hasta alcanzar un pH de 
6,5. Incubación durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
 
4. Centrifugación: 2500 rpm, 10 minutos a temperatura ambiente. Recuperación 
del sobrenadante. 
 
5. Resuspensión del sedimento en 2 ml de agua y centrifugación a 2500 rpm, 10 
minutos a temperatura ambiente. Desechado del sobrenadante y resuspensión 
del sedimento en otros 2 ml de agua.  
 
6. Incubación: 10 minutos a temperatura ambiente.  
 
7. Centrifugación: 10.000 g, 10 minutos a temperatura ambiente. Desechado del 
sobrenadante y resuspensión del sedimento en suero salino hasta 2 ml de 
volumen final. Esta suspensión es la que se administró a los animales. 
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8. Determinación de la ausencia de proteínas en el sobrenadante del punto 4, por 
el método de Bradford (1976) y por SDS-PAGE, para confirmar que precipitó 
el 100% del antígeno. Desechado de dicho sobrenadante. 
 
 
4.2. INMUNOMODULADORES 
 
Por razones que se expondrán en el experimento correspondiente, en determinadas 
inmunizaciones nos interesó manipular algún aspecto concreto de la respuesta 
inmunitaria. Con ese fin se administró, además del antígeno y del adyuvante, un 
inmunomodulador. Los utilizados fueron: 
 
CD40L soluble recombinante: Bender MedSystems, ref. BMS 308/2 
 
Anticuerpo policlonal anti-Interleucina-10: Chemicon, ref. AB1416 
 
Lipopolisacárido bacteriano (LPS): Sigma, L-8274 
 
Toxina colérica: Sigma, C-8052 
 
 
Material y métodos 
  
 
V. ENSAYOS DE VACUNACIÓN 
 
Salvo en el experimento con ratones recogido en la tabla A, en el resto de las 
pruebas los extractos/proteínas en estudio se administraron por vía subcutánea, 
repartiendo la dosis en 4 puntos. Los extractos vacunales se administraron en 3 dosis y, 
salvo que se indique otra cosa, la primera siempre con el adyuvante completo de Freund 
(FCA), la segunda con el incompleto (FIA) y la tercera en PBS; el intervalo entre dosis 
fue de 15 días en todos los casos. Como regla general, los animales se sangraron 
inmediatamente antes de la administración de la primera dosis (tiempo 0) y a los 7 días 
de la tercera dosis, en el momento de poner los ejemplares del parásito sobre los 
animales para ver la acción de las vacunas. 
 
Puesto que el tamaño de las dosis y otros parámetros variaron mucho de unas 
pruebas a otras (dependiendo de la disponibilidad de antígeno, etc.), así como la especie 
y número de animales a los que fueron administradas, en las tablas A-K recogemos las 
particularidades concretas de cada prueba, primero con antígenos salivales, después con 
los extractos de glándulas coxales y, por último con los extractos de tubo digestivo. 
 
 
5.1. ENSAYOS CON ANTÍGENOS SALIVALES. 
 
 En las infestaciones correspondientes a estos ensayos se utilizaron, por regla 
general, 25 machos, 15 hembras, 50 ninfas-4, 50 ninfas-3, 50  ninfas-2 y 100 ninfas-1. 
En algunos ensayos, no obstante, se omitió la infestación con alguna de las fases 
ninfales, por estimar que eran innecesarias. 
  
 
Tabla A. Protocolo de vacunación de ratones con el SGE-2, administrado con o sin BSA por vía 
cutánea (v.c.) y administrado con o sin toxina colérica (TC) por vía oral (v.o.), para ver: (i), la 
magnitud y tipo de las respuestas inducidas en esas condiciones y (ii), si tales respuestas resultan 
protectoras en esta especie. 
 
Grupo No. Ratones/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 5 SGE-2 v.c. 100 µg  PBS 
2 5 SGE-2 + BSA v.c. 100 + 200 µg PBS 
3 5 BSA v.c. 100 µg PBS 
4 5 SGE-2 v.o. 150 µg PBS 
5 5 SGE-2 + TC v.o. 150 + 10 µg PBS 
 
 
 
Tabla B. Protocolo de vacunación de conejos con el SGE-2 para evaluar el tipo, magnitud y grado de 
protección de la respuesta inmunitaria inducida en estos animales. 
 
Grupo No. Conejos/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 SGE-2 100 µg  FCA-FIA-PBS 
Control 3 PBS 1 ml FCA-FIA-PBS 
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Tabla C. Protocolo de vacunación de cerdos con SGE-2, administrado con FAs o Alum, y con 
extracto de gránulos insolubilizados, para evaluar la influencia del adyuvante y del estado del antígeno 
(soluble o particulado) en el tipo de respuesta y en el grado de protección. 
 
Grupo No. Cerdos/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 2 SGE-2 500 µg FCA-FIA-PBS 
2 2 SGE-2 500 µg Alum 
3 2 Gránulos 500 µg FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS 1 ml FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla D. Protocolo de vacunación de cerdos con el SGE-2 completo y con sus fracciones (proteínas 
positivas, negativas y neutras) para ver en cual de esas fracciones se encuentran las proteínas 
responsables de la protección. 
 
Grupo No. Cerdos /grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 SGE-2 500 µg FCA-FIA-PBS 
2 3 Positivas 400 µg FCA-FIA-PBS 
3 3 Negativas 400 µg FCA-FIA-PBS 
4 3 Neutras 400 µg FCA-FIA-PBS 
Control 3 PBS 1 ml FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla E. Protocolo de vacunación de cerdos con SGE-2 obtenido a partir de adultos y con SGE-2 
obtenido a partir de ninfas-2 (N2) para comprobar si la respuesta frente al SGE-2 de las ninfas-2  (y a 
diferencia de lo observado con el SGE-2 de adultos) inhibe la alimentación de los inmaduros. En esta 
misma prueba, y tras una dosis antigénica de recuerdo, los animales fueron tratados con 
lipopolisacárido bacteriano (LPS) para inducir la expresión local de P-selectina en el endotelio 
vascular de la zona de fijación de los parásitos. Cada cerdo recibió 3 mg de LPS en 1 ml de PBS por 
vía intradérmica en 8 puntos, cubriendo un área de unos 20 cm2. Dos horas después se practicó una 
nueva infestación con el fin de comprobar si la inducción previa de la expresión de P-selectina en el 
endotelio vascular de los animales vacunados bloqueaba la alimentación de los inmaduros. 
 
Grupo No. Cerdos/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 3 SGE-2 Adultos 500 µg  FCA-FIA-PBS 
2 3 SGE-2 N2 500 µg FCA-FIA-PBS 
3 3 
SGE-2 Adultos 
+ 
SGE-2 N2 
250 µg  
+ 
250 µg  
FCA-FIA-PBS 
Control 3 PBS 1 ml FCA-FIA-PBS 
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Tabla F. Protocolo de vacunación de cerdos con el SGE-2 desglicosilado con enzimas  y con el SGE-
2 degradado con proteasas para ver si el efecto protector está asociado a la parte peptídica o sacarídica 
del extracto. 
 
Grupo No. Cerdos/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 2 SGE-2 500 µg FCA-FIA-PBS 
2 2 SGE-2 desglicosilado 500 µg FCA-FIA-PBS 
3 2 SGE-2 digerido con proteasas 500 µg FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS 1 ml FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla G. Protocolo de vacunación de cerdos: (i), con la banda de 44 kDa ligadora de P-selectina para 
comprobar si es la responsable de la inhibición de la alimentación; (ii), con un SGE-2 previamente 
incubado con un anticuerpo anti-interleucina-10 para comprobar si la neutralización de análogos de 
IL-10 potencialmente presentes en el SGE-2 posibilita la respuesta frente a todos los componentes del 
extracto; (iii), con un SGE-2 previamente incubado con CD40L, para neutralizar al antagonista de 
dicha molécula que el parásito parece contener en su saliva, y (iv), con un SGE-2 libre del supuesto 
antagonista de CD40L, con el fin, como en el punto (iii), de hacer posibles las respuestas T-
dependientes frente a todos los componentes del SGE-2, incluidos los que no son reconocidos ni 
durante las infestaciones naturales ni cuando el SGE-2 se administra artificialmente con los FAs. 
 
 
Grupo No. Cerdos/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 2 Om44 5 µg FCA-FIA-PBS 
2 2 SGE-2 + anti-IL10 200 µg + 10 µg FCA-FIA-PBS 
3 2 SGE-2 + CD40L 
500 µg + 10 µg 
500 µg + 5 µg 
500 µg + 5 µg 
FCA-FIA-PBS 
4 2 
SGE-2 sin 
antagonista de 
CD40L 
500 µg FCA-FIA-PBS 
5 2 SGE-2 500 µg FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS 1 ml FCA-FIA-PBS 
 
 
 
5.2. ENSAYOS CON EXTRACTOS DE GLÁNDULAS COXALES. 
 
 
Tabla H. Protocolo de vacunación de cerdos con glándulas coxales para comprobar si inducen 
respuestas protectoras. 
 
Grupo No. Cerdos/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 2 Glándulas coxales extracto de 80 ejemplares FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS 1 ml FCA-FIA-PBS 
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5.3. ENSAYOS CON EXTRACTOS DE MEMBRANAS DEL TUBO 
DIGESTIVO. 
 
 
 
Tabla I. Protocolo de vacunación de ratones con el extracto de membranas de tubo digestivo (TD) 
tomado de ejemplares en ayunas para comprobar si inducen respuestas protectoras similares a las 
obtenidas por Manzano Román (2002) frente a O. erraticus. Ejemplares puestos sobre cada animal: 50 
ninfas-2. 
 
Grupo No. Ratones/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 5 TD ayunas 50 µg FCA-FIA-PBS 
Control 5 PBS 100 µl FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla J. Protocolo de vacunación de conejos con un extracto de membranas de tubo digestivo tomado 
de ejemplares a las 6 horas postalimentación (TD6h) obtenido tanto en ausencia como en presencia de 
inhibidores de proteasas para comprobar si estos extractos inducen respuestas letales para los 
inmaduros. Ejemplares puestos sobre cada animal: 20 machos, 15 hembras y 100 ninfas-2. 
 
Grupo No. Conejos/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 2 TD 6h sin inhibidores 150 µg FCA-FIA-PBS 
2 2 TD 6h con inhibidores  150 µg FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS 1 ml FCA-FIA-PBS 
 
 
 
Tabla K. Protocolo de vacunación de cerdos con extracto de membranas del tubo digestivo tomado de 
ejemplares a las 24 horas p.a. (TD24h) y a las 72 horas p.a. (TD72h), para comprobar si estos 
extractos inducen respuestas letales para los inmaduros, y con TD72h + SGE-2 conjuntamente, para 
conseguir una vacuna dual que bloquee la alimentación de los adultos e induzca la muerte de los 
inmaduros. Ejemplares puestos sobre cada animal: dos series de 25 machos, 15 hembras, 50 ninfas-4, 
50 ninfas-3, 50 ninfas-2 y 100 ninfas-1 cada serie; los ejemplares de la primera serie llevaban 2 meses 
en ayunas y 6 meses los de la segunda. 
 
Grupo No. Cerdos/ grupo Antígeno Dosis 
Adyuvante 
1ª --- 2ª --- 3ª 
1 2 SGE-2  500 µg FCA-FIA-PBS 
2 2 TD 24h  500 µg FCA-FIA-PBS 
3 2 TD 72h 500 µg FCA-FIA-PBS 
4 2 SGE-2 + TD 72h 500 µg + 500 µg FCA-FIA-PBS 
Control 2 PBS 1 ml FCA-FIA-PBS 
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VI. PARÁMETROS ANALIZADOS PARA DETERMINAR LA 
ACCIÓN DE LA RESPUESTA INDUCIDA POR LOS 
DIFERENTES EXTRACTOS VACUNALES 
 
 
Como norma general, para determinar el valor protector de la respuesta inducida 
por los diferentes extractos/moléculas, los ejemplares de O. moubata  se pusieron sobre 
los animales a los 7 y 14 días de la tercera dosis y en ocasiones también a los 21 y a los 
28 días. El número de ejemplares y fases evolutivas que se pusieron sobre cada animal 
(vacunados y controles), así como los parámetros que se analizaron sobre tales 
ejemplares variaron según el tipo de antígeno vacunal. A continuación señalamos los 
determinados en cada caso. 
 
 
6.1. CON MOLÉCULAS/EXTRACTOS DE GLÁNDULAS SALIVALES 
 
Número de ejemplares puestos sobre cada animal: 25 machos, 15 hembras y 50 
ninfas 4-2 y 100 ninfas-1. Parámetros determinados: 
 
1. Tiempo que tardó en alimentarse y desprenderse espontáneamente el primer 
ejemplar de cada fase evolutiva. 
2. Porcentaje de ejemplares alimentados y desprendidos espontáneamente en una 
hora. 
3. Cantidad de sangre ingerida (peso a las 24 horas postalimentación -cuando los 
ejemplares ya han terminado de eliminar el fluido coxal- menos peso en 
ayunas). 
4. Fecundidad de las hembras. De los adultos alimentados sobre cada cerdo se 
separaron, en botes individuales, 10 lotes, formados, cada uno, por una hembra 
y dos machos. Sobre estos lotes se determinaron: 
  i. Número de hembras que realizaron la puesta 
  ii. Número de  huevos puestos por cada hembra 
iii. Porcentaje de huevos viables (100 x número de larvas / número de 
huevos). 
5. Porcentaje de muda de los inmaduros 
6. Mortalidad de los ejemplares a los 3 meses postalimentación 
 
 
6.2. CON ANTÍGENOS OCULTOS DE GLÁNDULAS COXALES Y DE TUBO 
DIGESTIVO 
 
Parámetro determinados. 
 
1. Tiempo que tardó en alimentarse y desprenderse espontáneamente el primer 
ejemplar de cada fase evolutiva. 
2. Porcentaje de ejemplares alimentados y desprendidos espontáneamente en una 
hora. 
3. Cantidad de sangre ingerida (ver apartado precedente) 
4. Fecundidad de las hembras (ver apartado precedente) 
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5. Porcentaje de mortalidad de los ejemplares inmaduros a las 48-72 horas y a 
los 15 días postalimentación. 
6. Porcentaje de muda de los inmaduros entre los ejemplares supervivientes. 
7. Porcentaje de mortalidad de los ejemplares adultos a los tres meses 
postalimentación. 
 
 
 
 
VII. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
 
Todos los parámetros analizados en los ejemplares alimentados sobre los 
hospedadores, tanto inmunizados como controles, se sometieron a un análisis de la 
varianza (ANOVA) de dos vías, usando como factores de variación el tratamiento 
antigénico y la infestación (primera, segunda, etc.). En los casos en los que se 
obtuvieron unos valores significativos, se utilizó el test de la t de Student para realizar 
comparaciones entre dos grupos (sensibilizados versus controles) o el test de ANOVA 
para buscar diferencias concretas entre tres o más grupos, contrastando con los test de la 
F de Scheffe, el de Fisher y el de Dunnet. Las diferencias se consideraron significativas 
para una probabilidad de error del 5% . 
 
Todos los datos se exponen como la media aritmética del grupo más/menos la 
desviación estándar, salvo en algún caso excepcional en el que el grupo experimental 
estaba constituido por un único animal. 
 
 
  
                                                 RESULTADOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
 
 
I. VACUNACION CON EXTRACTOS/MOLÉCULAS SALIVALES 
 
 
1. Inmunización de cerdos con extractos completos de glándulas salivales (SGE-2) 
para ver: 
 
1.1. El efecto del tipo de adyuvante (Freund/Alum). 
 
1.1.1. RESPUESTA HUMORAL. 
 
Ambos adyuvantes indujeron similares niveles de IgG total, como indican los 
correspondientes valores de densidad óptica (DO) (en torno a 1,3, Figura 1). También 
indujeron altos niveles de IgG1, aunque superiores para los FAs (DO > 2,0) que para el 
Alum (DO 1,6). En cuanto a la IgG2, los FAs indujeron unos altos niveles de esta 
subclase (DO 1,9), pero el Alum no estimuló su síntesis, como claramente indica su DO, 
similar a la del control negativo (0,3). 
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Figura 1. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG totales y de las subclases IgG1 e 
IgG2 en cerdos control (tratados sólo con los adyuvantes) o vacunados con 500 µg 
de SGE-2 utilizando como adyuvante los de Freund (FAs) o el Alum. 
 
 
1.1.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS SOBRE EL SGE-2. 
 
Ambos tipos de adyuvantes indujeron el reconocimiento de unos mismos 
antígenos, aunque dicho reconocimiento fue bastante más intenso en el caso de los 
animales vacunados con los FAs que con el Alum (Figura 2). Los citados antígenos 
consistieron en tres bandas de unos 44, 70 y 160 kDa junto con un grupo de numerosas 
bandas, intensamente teñidas y muy poco separadas entre si, de 16 a 28 kDa. 
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Figura 2. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata y azul de coomassie: composición 
proteica del SGE-2 y del extracto de gránulos salivales. B. Western Blot: antígenos 
reconocidos sobre el SGE-2 por los sueros de los cerdos vacunados con SGE-2 + FAs o con 
SGE-2 + Alum; antígenos reconocidos sobre el extracto de gránulos por los sueros de los 
cerdos vacunados con gránulos + FAs. 
 
 
1.1.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
En los ejemplares alimentados sobre los animales tratados con SGE-2/FAs se 
observó -respecto a los alimentados sobre el SGE-2/Alum- un menor porcentaje de 
ejemplares desprendidos en una hora y unos tiempos de alimentación más largos, 
aunque no llegaron a ser significativos (Tabla I). 
 
También se observó un mayor descenso en la cantidad de sangre ingerida 
(>60%) y fecundidad de las hembras en los ejemplares del grupo SGE-2/FAs respecto a 
los del grupo SGE-2/Alum (en torno al 20%). En ese primer grupo los descensos fueron 
significativos en ambas infestaciones (y más pronunciados en la segunda), fenómeno 
que no ocurrió con el SGE-2/Alum (Tablas II y III).  
 
No se registraron diferencias significativas en la cantidad de sangre ingerida por 
las diferentes fases ninfales según que se hubiesen alimentado sobre cerdos vacunados o 
controles. Consecuentemente, los porcentajes de muda de todas las fases ninfales 
analizadas fueron similares a los del grupo control (Tabla IV).  
 
La mortalidad de los ejemplares a los tres meses fue prácticamente nula, tanto 
entre los alimentados sobre animales vacunados como entre los alimentados sobre el 
grupo control. 
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Tabla I. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de ejemplares 
desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-
2/FAs y SGE-2/Alum, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
    1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Fase evolutiva Minutos % desprendidos Minutos % desprendidos 
     
Machos 28,6±4,7 61,7±14,6 26,4±3,6 60,8±17,9 
Hembras 43,2±6,4 46,2±31,1 42,3±11,7 38,2±23,9 
Ninfas-4 32,2±7,2 66,5±15,6 30,9±4,9 81,7±17,3 
Ninfas-3 28±3,2 74,5±17,9 26,2±1,4 88,1±6 
Ninfas-2 38,1±20,9 68±34,9 27,9±7,5 84,3±11,7 
Ninfas-1 20,1±2,2 80±14,6 23,2±3,5 69,3±9 
Control 
        
        
Machos 31,5±8,2 49,3±27,9 28,9±8 50,4±31,6 
Hembras 44,5±16,4 12±8,6 41,4±17,7 16,1±15,8 
Ninfas-4 33,7±12,4 32±30,5 34,3±3,7 36,9±24,4* 
Ninfas-3 24,2±5,9 72,7±13,6 30±1,4 56,5±8,8* 
Ninfas-2 35,1±20,1 70,7±29,5 27,5±6,6 75,6±9,5 
Ninfas-1 22,3±2,1 66,7±35,1 25,7±6,7 66,1±12,9 
SGE-2/FAs 
        
        
Machos 22,5±10,6 82±2,8 26±5,6 66,5±31,7 
Hembras 45±21,2 50±70,7 51,5±2,1 10±4,7 
Ninfas-4 24,5±1,8 89±15,5 19±5,7* 31±29,7* 
Ninfas-3 15±1,3 100±0 40±3,8* 30±5,9* 
Ninfas-2 15±1,8 100±0 25±7,1 62±28,3 
Ninfas-1 15±0,9* 94±8,5 20±1,7 31±7,9* 
SGE-2/Alum 
     
* p< 0,05 respecto del control. 
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Tabla II. Cantidad de sangre ingerida (mg) por las distintas fases evolutivas 
de O. moubata alimentadas sobre los cerdos control o vacunados con SGE-
2/FAs y con SGE-2/Alum en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Machos 39,9±5,6 39,9±7,6 
Hembras 204,5±80,2 205,3±24,9 
Ninfas-4 66,1±29,9 63,5±14,9 
Ninfas-3 17,3±4 21,5±2,9 
Ninfas-2 5,3±0,6 5,3±0,4 
Control 
Ninfas-1 1,6±0,1 1,4±0,2 
Machos 29,2±5,7 19,6±5,7* 
Hembras 99,6±18,5* 73,6±27,9* 
Ninfas-4 39,3±12 34,1±22,2 
Ninfas-3 16,3±1,8 15,4±4,2 
Ninfas-2 4,7±0,7 5,1±0,2 
SGE-2/FAs 
Ninfas-1 1,5±0,2 1,5±0 
Machos 48,9±16,5 32,8±12,4 
Hembras 160,3±16,4 165,7±80,9 
Ninfas-4 53,4±6,6 49,6±5,1 
Ninfas-3 11,7±4,4 21,2±4,9 
Ninfas-2 4,8±0,7 5,1±0,3 
SGE-2/Alum 
Ninfas-1 1,6±0,1 1,5±0,3 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
Tabla III. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los 
huevos depositados por las alimentadas sobre los cerdos control o vacunados 
con SGE-2/FAs y con SGE-2/Alum en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno No. Huevos % Viabilidad No. Huevos % Viabilidad 
Control 173±53,8 84,7±13,5  198,7±44,9 89,6±6,1 
SGE-2/FAs 92,8±34,5* 85,4±7,9 70,3±36* 68,3±21 
SGE-2/Alum 115,6±23,1 83,4±4,5 129,8±71,9 80,8±2 
* p< 0,05 respecto del control. 
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Tabla IV. Porcentaje de muda de las ninfas 1-4 (N1-N4) alimentadas sobre los cerdos 
control o vacunados con SGE-2/FAs y con SGE-2/Alum en las dos infestaciones (media ± 
DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
% muda % muda 
Antígeno 
N1 N2 N3 N4 N1 N2 N3 N4 
Control 89,6±9,2 97,3±2,9 98,4±2,3 94,5±6,7 81,5±21 94,8±1,3 94,7±5,8 94,4±4,2
SGE-2/FAs 83,8±22 96,7±4,7 93,5±2,5 88,3±6,1 79±15,2 93,9±8,5 95±5,6 96,5±1,1
SGE-2/Alum 80,6±14 97,7±3,3 94,6±0,9 91,6±11 100±0 80,8±0,9 95,5±6,3 90,6±1,8
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
1.2. El efecto del estado del antígeno: soluble (SGE-2) o particulado 
(gránulos). 
 
1.2.1. RESPUESTA HUMORAL Y ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
Ambos tipos de extracto indujeron respuestas humorales muy similares, en las que 
los niveles de IgG total fueron prácticamente idénticos (DO en torno a 1,5) y los de las 
subclases IgG1 e IgG2 similares entre si pero un 25% más bajos con los gránulos (DO 
1,5) que con el SGE-2 (DO 2,0) (Figura 3). 
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Figura 3. Niveles séricos (DO media) de IgG totales y de las subclases IgG1 e IgG2 en 
cerdos control o vacunados con 500 µg de SGE-2 o de extracto de gránulos utilizando los 
adyuvantes de Freund. 
 
 
Como era previsible por presentar ambos extractos idéntica composición (Figura 
2A), los animales vacunados con gránulos reconocieron prácticamente los mismos 
antígenos que los vacunados con el SGE-2, aunque lo hicieron de forma más débil, de 
modo que las bandas de 70 y 169 kDa resultaron difícilmente apreciables (Figura 2B). 
Resultados 
 
  
 
1.2.2. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
La acción de la respuesta se valoró en este experimento en una única infestación. 
Ambos extractos indujeron descensos significativos, y de similar magnitud (50-60 %), 
en la cantidad de sangre ingerida y en la fecundidad de las hembras (Tablas V y VI). 
También se registraron notables descensos en la cantidad de sangre ingerida por las 
ninfas-4 (25-39 %) aunque éstos no fueron significativos debido a la amplitud de las 
variaciones individuales (Tabla V). El resto de las fases ninfales se alimentaron con 
normalidad y, en consecuencia, no se registraron diferencias en la tasa de muda de los 
inmaduros respecto al grupo control (Tabla VI). La mortalidad de los diferentes 
ejemplares a los tres meses postinfestación fue prácticamente nula en todos los grupos. 
 
 
Tabla V. Cantidad de sangre ingerida (mg) por las distintas fases 
evolutivas de O. moubata alimentadas sobre los cerdos control o 
vacunados con SGE-2/FAs y con Gránulos/FAs (media ± DE). 
 
 Antígeno  
 
Control SGE-2 Gránulos 
Machos 38±71 29,2±5,7 36±7,1 
Hembras 201,6±82,7 99,6±18,5* 75,3±15,7* 
Ninfas-4 66,1±29,9 39,3±12 49,3±22 
Ninfas-3 17,3±4 16,3±1,8 29,3±12 
Ninfas-2 5,4±0,4 4,7±0,7 5,4±0,2 
Fase  
evolutiva 
Ninfas-1 1,6±0,1 1,6±0,3 1,5±0,7 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
Tabla VI. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados 
por las alimentadas sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2/FAs y con 
Gránulos/FAs (media ± DE). Porcentaje de muda de las ninfas 1-4 (N1-4) (media ± DE). 
 
 1ª INFESTACIÓN 
% Muda 
Antígeno No.  Huevos 
%  
Viabilidad N1 N2 N3 N4 
Control 172,1±61 83,7±14,7 92,5±8,3 94,5±6,7 81,5±21 94,8±1,3 
SGE-2 92,8±34,5* 85,4±7,9 93,5±2,5 88,3±6,1 79±15,2 93,9±8,5 
Gránulos 102,7±24* 92,7±2,5 95,8 91,6±11 100±0 80,8±0,9 
 * p< 0,05 respecto del control. 
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2. Inmunización de conejos con el SGE-2 administrado con los adyuvantes de 
Freund. 
 
2.1. RESPUESTA HUMORAL Y ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
Como se observa en la figura 4, el SGE-2/FAs indujo, en los tres conejos a los que 
se administró, una intensa respuesta humoral, claramente detectable a los 15 días de la 
primera estimulación antigénica. El nivel máximo de IgG sérica se alcanzó ya con la 
segunda dosis y se mantuvo constante durante, al menos, los 15 días siguientes a la 
tercera y última dosis. 
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Figura 4. Niveles séricos de IgG (DO media ± DE) en conejos controles e 
inmunizados con SGE-2 + FAs. Las flechas indican las semanas en las que se 
administró el extracto. Los parásitos se alimentaron sobre los cerdos en las 
semanas 5 y 6. 
 
Los conejos vacunados reconocieron sobre el SGE-2, aparentemente, a los 
mismos antígenos que los cerdos en los experimentos anteriores, si bien cabe señalar 
que con esta segunda especie el reconocimiento fue más débil que con los cerdos 
(Figura 5). 
 
 
 
 
Figura 5. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata y azul de coomassie: 
composición proteica del SGE-2. B. Western Blot: antígenos reconocidos sobre 
el SGE-2 por los sueros de los conejos vacunados con SGE-2 + FAs (1, 2 y 3). 
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2.2. ACCION DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS 
 
 La respuesta inducida por el SGE-2/FAs en los conejos tuvo un efecto sobre 
los parásitos similar a lo observado en cerdos. Dicha respuesta provocó un descenso en 
la cantidad de sangre ingerida (29%) y en la fecundidad de las hembras (51%), aunque 
dicho descenso sólo resultó significativo en la primera infestación (Tablas VII y VIII). 
La alimentación y las tasas de muda de los inmaduros no resultaron afectadas (Tabla 
IX) y tampoco la mortalidad de los ejemplares a los tres meses, que fue prácticamente 
nula en ambos grupos. 
 
 
Tabla VII. Cantidad de sangre ingerida (mg) por las distintas fases 
evolutivas de O. moubata alimentadas sobre los conejos control o vacunados 
con SGE-2/FAs en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Machos 37,7±6 42,9±3 
Hembras 226±28 181,3±54 
Ninfas-4 90,8±26,8 - 
Control 
Ninfas-2 2,9±0,6 2,3±0,4 
Machos 38,7±9 33,1±6,1 
Hembras 160,3±29* 137±31 
Ninfas-4 80,4±4,6 - 
SGE-2 
Ninfas-2 3,3±1,5 2,3±0,4 
 
 
Tabla VIII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los 
huevos depositados por las alimentadas sobre los conejos control o 
vacunados con SGE-2/FAs en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno 
No. huevos % viabilidad No. huevos % viabilidad 
Control 126±25,7 84,7±15 73±41,8 91,9±5,3 
SGE-2 61±29,9* 86,1±6,5 86,8±18,7 89,3±1,7 
 
 
Tabla IX. Porcentaje de muda de las ninfas 2 y 4 (N2, N4) alimentadas sobre 
los conejos control o vacunados con SGE-2/FAs en las dos infestaciones 
(media ± DE). 
 
1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno 
% muda N2 % muda N4 % muda N2 % muda N4 
Control 70,1±9,7 82,1±7,2 70,9±15,1 - 
SGE-2 72,5±9,6 79,81±13,5 69,6±17,2 - 
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3. Inmunización de ratones con el SGE-2 administrado por vía cutánea con/sin 
BSA y por vía oral con/sin toxina colérica. 
 
3.1. RESPUESTA HUMORAL. 
 
Como puede observarse en las figuras 6 y 7, la administración transcutánea del 
SGE-2 (con o sin BSA como coantígeno) sólo indujo la síntesis de un bajo nivel de IgG 
e IgG1 anti-SGE-2 (DO 0,4 y 0,3), pero no indujo la síntesis de IgG2a, IgA ni IgE. Este 
tratamiento tampoco elevó el nivel sérico de IgE total. 
 
La administración del SGE-2 por vía oral sin adyuvante no originó ningún tipo de 
respuesta, pero cuando se administró con toxina colérica por esa misma vía, entonces sí 
provocó una respuesta humoral caracterizada por unos altos niveles de IgG e IgG1 anti-
SGE-2 (DO 1,5 y 2, 0), por un bajo nivel de IgG2a (DO 0,3) y por un pequeño aunque 
significativo aumento del nivel sérico de IgE total (de 56 ng/ml a 2.506 ng/ml). 
 
Figura 6. Anticuerpos anti-SGE-2: niveles séricos (DO media ± DE) de IgG, IgG1 IgG2a, 
IgA e IgE inducidos en los ratones mediante la administración del SGE-2 por vía cutánea 
(vc) con/sin BSA o por vía oral (vo) con/sin toxina colérica (TC). En azul, suero previo, 
antes de la vacunación y en rojo, suero inmune, a los 7 días de la tercera dosis. 
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Figura 7. Concentración sérica (ng/ml) de IgE total en los ratones (media ± 
DE) antes (previo) y después (inmune) de la administración del SGE-2 por 
vía cutánea (vc) con/sin BSA o por vía oral con/sin toxina colérica (TC). 
 
 
La administración transcutánea de BSA indujo en los ratones la síntesis de bajos 
niveles de IgG e IgG1 anti-BSA (DO 0,28 y 0,33), pero, curiosamente, sólo cuando la 
BSA se administró acompañando al SGE-2. Cuando se administró sola no indujo la 
síntesis de anticuerpos anti-BSA de ninguna clase (Figura 8), aunque sí estimuló, tanto 
administrada sola como con el SGE-2, un pequeño aumento en la concentración sérica 
de IgE total (de unos 200 ng/ml a 1.100 ng/ml, Figura 7). 
 
 
 
Figura 8. Anticuerpos anti-BSA: niveles séricos (DO media ± DE) de IgG, IgG1 IgG2a, 
IgA e IgE inducidos en los ratones mediante la administración de BSA por vía cutánea (vc) 
con/sin SGE-2. En azul, suero previo, antes de la administración del antígeno y en rojo, 
suero inmune, a los 7 días de la tercera dosis. 
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3.2. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
La acción de la respuesta se evaluó en dos infestaciones alimentando 20 ninfas-2 
por ratón e infestación. Todas las ninfas se alimentaron y mudaron con normalidad en 
ambas infestaciones (Tabla X); la mortalidad a los tres meses fue insignificante o nula 
en todos los grupos. 
 
 
Tabla X. Cantidad de sangre ingerida (mg) por las ninfas-2 (N2) de O. moubata 
alimentadas sobre los ratones vacunados con SGE-2 administrado por vía cutánea 
con/sin BSA y por vía oral con/sin toxina colérica (TC) en las dos infestaciones 
(media ± DE). Porcentaje de muda de las N2 en ambas infestaciones (media ± DE). 
 
 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
 mg de sangre % muda mg de sangre % muda 
SGE-2/BSA 
vía cutánea 5,3±0,6 94,5±4,7 4,9±0,4 98,5±3,2 
SGE-2 
vía cutánea 4,9±0,5 88,3±6,1 5,1±0,2 87,3±7,1 
BSA 
vía cutánea 5,4±0,4 91,6±11 4,7±0,6 93,6±9 
SGE-2 
vía oral 4,7±0,7 97,5±5,7 4,8±0,4 90,1±7,5 
SGE-2/TC 
vía oral 5,0±0,2 89,2±7,1 5,3±0,7 82,2±10,2 
 
Resultados 
 
  
 
4. Vacunación de cerdos con SGE-2 desglicosilado con glicosidasas y con SGE-2 
digerido con proteasas para determinar la naturaleza peptídica o sacarídica de los 
epítopos protectores. 
 
4.1. RESPUESTA HUMORAL. 
 
Como se observa en la figura 9, el SGE-2 y el SGE-2 desglicosilado con enzimas 
indujeron en los cerdos respuestas humorales casi idénticas entre si, caracterizadas por 
la ausencia de IgM y por niveles medio-altos (DO > 1,5) de IgG, IgG1 e IgG2.  
 
La respuesta inducida por el SGE-2 digerido con tripsina y proteinasa K fue bien 
distinta: se caracterizó por presentar un nivel medio de IgG (DO 0,96), una notable 
ausencia de IgG1 e IgG2 (DO < 0,35), y un nivel de IgM que cabe calificar de medio-
alto (DO 1,1). 
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Figura 9. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgM, IgG y de las subclases IgG1 e IgG2 en 
los cerdos control (tratados sólo con los adyuvantes de Freund) y en los cerdos vacunados 
con el SGE-2, con SGE-2 desglicosilado con glicosidasas y con SGE-2 digerido con 
tripsina y proteinasa K. 
 
 
4.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
Como se observa en la figura 10A, el SGE-2 desglicosilado con enzimas mostró 
en SDS-PAGE una composición proteica aparentemente más simple que el SGE-2 
nativo, como parecen indicar el menor número de bandas y la menor intensidad de las 
bandas presentes. El SGE-2 digerido con proteasas resultó completamente degradado y, 
en consecuencia, no mostró en SDS-PAGE banda alguna; en el canal correspondiente 
sólo se observan las bandas de las propias proteasas. 
 
Los animales vacunados con SGE-2 y con SGE-2 desglicosilado revelaron sobre 
el SGE-2 nativo exactamente unas mismas bandas (Figura 10B). Dichas bandas fueron 
básicamente las mismas ya señaladas en los experimentos previos: tres bandas débiles, 
de 44, 70 y 160 kDa, el conjunto de bandas numerosas e intensas de 16 a 28 kDa y una 
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banda, intensa, de 12 kDa. Por otra parte, los animales vacunados con el SGE-2 digerido 
con proteasas reconocieron sobre el SGE-2 nativo unos antígenos aparentemente 
diferentes (Figura 10B), consistentes en un conjunto de bandas poco resueltas entre sí, 
con pesos moleculares entre los 14 y 16 kDa; estas bandas no son reconocidas o lo son 
muy débilmente por los animales vacunados con el SGE-2 nativo y el desglicosilado. 
 
 
 
 
Figura 10. A. SDS-PAGE teñido con plata y azul de coomassie: composición del SGE-2, 
del SGE-2 desglicosilado con enzimas (O-glicosidasa y endoglicosidasa, 1 y 2) y del SGE-
2 digerido con proteasas (tripsina y proteinasa K, 3 y 4). B. Western Blot: antígenos 
reconocidos sobre el SGE-2 nativo por los sueros de los cerdos vacunados con el SGE-2, 
con el SGE-2 desglicosilado y con el SGE-2 digerido con proteasas. 
 
 
4.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
La acción de la respuesta se evaluó en dos infestaciones en las que se alimentaron 
machos, hembras y ninfas-2. En la segunda infestación se alimentaron también ninfas-4. 
 
No se registraron diferencias significativas, respecto al grupo control, en los 
tiempos de alimentación de los ejemplares alimentados sobre los cerdos vacunados 
(Tabla XI). 
 
El SGE-2 y el SGE-2 digerido con proteasas indujeron respuestas protectoras, que 
inhibieron en más de un 50% la alimentación y la fecundidad de las hembras (Tablas 
XII y XIII) y en torno a un 30% la alimentación y la muda de las ninfas-4 (Tablas XII y 
XIV). Las respuestas inducidas por estos extractos apenas afectaron a los machos y no 
afectaron a las ninfas-2.  
 
La respuesta inducida por el SGE-2 desglicosilado resultó completamente inocua 
para los parásitos (Tablas XI-XIV). 
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Tabla XI. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora sobre los cerdos control y sobre los 
vacunados con SGE-2 (control positivo), con SGE-2 desglicosilado y con SGE-2 digerido 
con proteasas en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Fase  evolutiva Minutos 
% 
desprendidos Minutos
% 
desprendidos 
Machos 28,7±3,9 91±7,6 30,7±7,4 98,1±2,6 
Hembras 48,1±9,7 61,8±11,6 46,8±2,6 65±21,2 
Ninfas-4 - - 34,3±10,2 97,2±5 Control 
Ninfas-2 19,6±0,5 90,4±13,6 18,6±1,9 86,2±19,4 
Machos 27,7±7,5 71,3±25,1 28±6,1 96,3±6,5 
Hembras 28,7±3,2 66,7±11,5 41±7,5 94,4±9,6 
Ninfas-4 - - 27±3 76±34,9 SGE-2 
Ninfas-2 33±6,2 77,2±27,3 26,3±2,3 63,5±4,1 
Machos 37,5±10,6 83,3±23,5 34,5±0,7 86,7±0 
Hembras 57,2±3,5 75±7,1 58±10 41,1±26,7 
Ninfas-4 - - 27±3 76±34,9 
SGE-2 
desglicosilado 
Ninfas-2 32,5±3,5 87±18,4 24±15,5 100±0 
Machos 28,3±5,5 68,6±16,7 25±2 67±13 
Hembras 49,3±19,8 35,9±24,1 39,1±10,8 31,7±21,8 
Ninfas-4 - - 29,2±4,3 75,7±15 
SGE-2 digerido 
con proteasas 
Ninfas-2 39,1±24,1 60±34,6 27,4±8,6 85,7±10,8 
 
 
 
Tabla XII. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares de O. 
moubata alimentados, sobre los cerdos control y sobre los vacunados con 
SGE-2 (control positivo), con SGE-2 desglicosilado y con SGE-2 digerido 
con proteasas, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase  evolutiva 
1ª 
INFESTACIÓN
2ª 
INFESTACIÓN 
Machos 40,7±3,2 43,2±7,8 
Hembras 225,1±62,6 264,2±54 
Ninfas-4  - 90,9±10,5 
Control 
Ninfas-2 5,8±2,3 5,1±3,2 
Machos 33,1±5,6 38,6±9,3 
Hembras 127,7±31* 160,7±29,1* 
Ninfas-4 - 60,3±10,1* SGE-2 
Ninfas-2 4,4±0,3 4,2±1,4 
Machos 40,25±3,9 34,4±0,3 
Hembras 244,3±0,7 306±8,5 
Ninfas-4 - 92,9±3,1 
SGE-2 
desglicosilado 
Ninfas-2 5,1±0,4 4,7±0,7 
Machos 33,2±5,6 20,5±15,9 
Hembras 112,1±19,6* 142,6±30,2* 
Ninfas-4 - 60,8±13,7* 
SGE-2 digerido 
con proteasas 
Ninfas-2 5,7±0,9 4,4±1,2 
* p< 0,05 respecto del control. 
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Tabla XIII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos 
depositados por las alimentadas, sobre los cerdos control y sobre los vacunados con 
SGE-2 (control positivo), con SGE-2 desglicosilado y con SGE-2 digerido con 
proteasas, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
  
Antígeno No. Huevos 
% 
Viabilidad No. Huevos 
% 
Viabilidad 
Control 181,4±66,6 82,9±16,8 202,5±57,1 89,2±7,9 
SGE-2 117,4±15,8* 96,1±2,9 65,5±38,7* 69,5±26,2* 
SGE-2 desglicosilado 211,5±39,1 96,1±3,2 190,4±18 91,4±4,2 
SGE-2 digerido con 
proteasas 96±25,6* 84,8±3,1 142,9±2,2* 92,2±3,2 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
 
Tabla XIV. Porcentaje de muda de las ninfas-2 en la primera y segunda infestación 
y de las ninfas-4 en la segunda infestación (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2 ª INFESTACIÓN 
Antígeno % muda ninfas-2 
% muda 
ninfas-2 
% muda 
ninfas-4 
Control 81,8±15,7 87,2±7,2 92,1±9,1 
SGE-2 72,2±9,6 79,8±13,5 69,6±15,1* 
SGE-2 desglicosilado 91,5±7,6 100±0 90,8±14,2 
SGE-2 digerido con 
proteasas 98,7±2,3 95,6±11,0 53,3±14,6* 
* p< 0,05 respecto del control. 
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5. Vacunación de cerdos con el SGE-2 y sus fracciones (proteínas catiónicas, 
aniónicas y neutras). 
 
5.1. RESPUESTA HUMORAL. 
 
Como se observa en la figura 11, el SGE-2 y sus diferentes fracciones (proteínas 
positivas, negativas y neutras) indujeron en los cerdos respuestas humorales casi 
idénticas entre si, todas ellas caracterizadas por la ausencia de IgM, por un nivel medio 
de IgG (DO en torno a 1,0) y por unos altos niveles de IgG1 e IgG2a (DO en torno a 2,0 
y a 1,7 respectivamente). 
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Figura 11. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgM, IgG y de las subclases 
IgG1 e IgG2 en los cerdos control (tratados sólo con los adyuvantes de 
Freund) y en los cerdos vacunados con el SGE-2 o con sus fracciones 
(proteínas positivas, negativas y neutras). 
 
 
5.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
Como se observa en la figura 12A, los componentes del SGE-2 de O. moubata se 
repartieron de forma bastante equitativa entre sus tres fracciones de distinta carga 
eléctrica. El 40% de los componentes eran proteínas neutras, el 35% negativas y el 25% 
positivas. Consecuentemente, las tres fracciones contenían un número elevado de 
proteínas con un  amplio rango de pesos moleculares, comprendido entre los 12 y los 
160 kDa. 
 
En cuanto a los antígenos reconocidos sobre el SGE-2 (Figura 12B), los cerdos 
vacunados con el SGE-2 completo reconocieron a las bandas señaladas en los 
experimentos anteriores (apartados 1 y 2 de este capítulo) y también a un conjunto de 
bandas adicionales de 12 a 14 kDa, que sólo se habían visualizado esporádicamente en 
dichos experimentos. 
 
Por su parte, los cerdos vacunados con las distintas fracciones revelaron perfiles 
antigénicos distintos entre si, aunque todos ellos reconocieron bandas en el rango de los 
16 a los 28 kDa. Las bandas de 12-14 kDa fueron reconocidas esencialmente por los 
cerdos vacunados con las proteínas neutras y la banda de 44 kDa fue reconocida tanto 
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por los vacunados con las proteínas neutras como por los vacunados con las proteínas 
catiónicas (Figura 12B). 
 
 
 
 
Figura 12. A. SDS-PAGE teñido con plata y azul de coomassie: composición del SGE-2 y 
de las tres fracciones en que se dividió: proteínas catiónicas (+), aniónicas (-) y neutras 
(Neu). B. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-2 completo por los sueros de 
los cerdos vacunados con el SGE-2 completo (anti-SGE-2) o con cada una de las 
fracciones, esto es, con las proteínas catiónicas (anti-pos), aniónicas (anti-neg) o neutras 
(anti-neu). 
 
 
En cuanto a los antígenos reconocidos en las distintas fracciones, hay que señalar 
que todos los sueros (tanto en combinación homóloga como heteróloga) reconocieron 
bandas en todas ellas, indicando la existencia de epítopos compartidos por las tres 
fracciones y dificultando así la identificación de los posibles antígenos específicos de 
cada fracción (Figura 13). 
 
En la fracción de proteínas catiónicas todos los sueros revelaron bandas en torno a 
18 kDa, salvo los sueros homólogos, que revelaron bandas de mayor peso molecular, 
entre los 18 y 44 kDa. 
 
De forma similar, en la fracción de proteínas aniónicas todos los sueros revelaron 
bandas en el rango de 14 a 24 kDa, salvo los sueros anti-proteínas catiónicas, que 
únicamente reconocieron una banda de unos 24 kDa. La banda de 12 kDa fue 
reconocida solamente por los sueros homólogos (anti-aniónicas). 
 
Por último, en la fracción de proteínas neutras todos los sueros reconocieron 
bandas: las reveladas por los sueros anti-catiónicas fueron las más escasas y tenues y 
todas ellas estaban en el rango de los 24 a 44 kDa; las reconocidas por los sueros anti-
aniónicas fueron más numerosas e intensas y sus pesos moleculares variaron de 14 a 50 
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kDa. Por su parte, los sueros homólogos (anti-neutras) revelaron el mayor número de 
bandas, las cuales mostraron pesos moleculares que variaron entre los 12 y 100 kDa, 
aunque las más intensas y numerosas fueron las de 12 a 28 kDa. 
 
 
 
 
Figura 13. Western Blot. Antígenos reconocidos sobre las distintas fracciones del SGE-2 
(proteínas catiónicas, aniónicas y neutras) por los sueros de los cerdos vacunados con el 
SGE-2 completo (anti-SGE-2) o con sus fracciones: proteínas catiónicas (anti-posit.), 
aniónicas (anti-negat) y  neutras (anti-neut). En rojo se señala la combinación homóloga. 
 
 
5.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
La acción de la respuesta se evaluó, al principio, en dos infestaciones en las que se 
alimentaron machos, hembras y ninfas-2. 
 
Como en los experimentos previos, los ejemplares que se alimentaron sobre los 
cerdos vacunados tardaron más tiempo en hacerlo que los que se alimentaron sobre los 
cerdos control, aunque estos retrasos no fueron significativos (Tabla XV). Como era 
previsible, el SGE-2 completo indujo una respuesta que disminuyó en más del 50% la 
ingesta y fecundidad de las hembras, aunque apenas afectó a los machos y no afectó en 
absoluto a las ninfas-2 (Tablas XVI, XVII y XVIII).  
 
El mismo efecto, aunque de menor magnitud, indujeron las tres fracciones en las 
que se dividió el SGE-2: las proteínas aniónicas y las neutras provocaron, 
respectivamente, un 36% y un 40% de descenso en la ingesta en las hembras, las 
proteínas catiónicas indujeron tan sólo un 15% de descenso. Ninguna de las fracciones 
afectó significativamente a los machos ni las ninfas-2 (Tablas XVI, XVIII y XIX). 
 
En definitiva, la acción protectora inducida por el SGE-2 no parecía estar asociada 
a una sola de estas fracciones sino repartida entre las tres, puesto que las tres indujeron 
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respuestas protectoras, aunque siempre de menor potencia que la respuesta frente al 
SGE-2 completo. Por otra parte, las tres fracciones indujeron respuestas que afectaron 
sobre todo a las hembras, en menor medida a los machos y nada o casi nada a las ninfas-
2, de forma similar a lo que se venia observando en todos los experimentos previos. 
 
Para confirmar esa observación de que la vacuna no afectaba por igual a las 
distintas fases evolutivas del parásito, se administró a los cerdos una dosis antigénica de 
recuerdo y se practicó una tercera infestación con machos, hembras, ninfas-1, ninfas-2, 
ninfas-3 y ninfas-4. En esta infestación la inhibición de la toma de sangre fue máxima 
en las fases evolutivas de mayor tamaño (hembras, ninfas-4 y machos) y decreció 
gradualmente en las fases evolutivas más pequeñas, de manera que las ninfas-2 y ninfas-
1 resultaron poco o nada afectadas (Tabla XIX y Figura 14). La escasa cantidad de 
sangre ingerida por las hembras y las ninfas-4 se tradujo, en las primeras, en un 
descenso significativo de su fecundidad (Tabla XVII) y en las segundas en descensos 
significativos en el porcentaje de muda (Tabla XVIII). 
 
Tabla XV. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de ejemplares 
desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2 y sus 
distintas fracciones, en las tres infestaciones (media ± DE). FE, fase evolutiva; M, machos; H, 
hembras; N4-N1, ninfas-4 a ninfas-1. 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 
Antígeno FE Minutos % desprendidos Minutos 
% 
desprendidos Minutos 
% 
desprendidos
M 35,3±9,5 44±6,9 25±10 81,3±6,1 45 20 
H 45,3±8,4 17,8±16,8 35±10 20±6,716,8 >60 0 
N4  -  - -  -  35 40 
N3  - -  -  -  31 30 
N2 28,3±7,6 44±22,3 21±1,7 74,7±4,1 21 50 
Control 
N1  - -  -  -  25 60 
M 41±3,6 61,3±26,6 30,3±10,4 27±16,1* 40 20 
H 54,7±8,4 22,2±20,4 52,3±13,3 13,3±2,3,0 >60 0 
N4 -  -  -   - 45 20 
N3  -  - -   - 50 20 
N2 28,7±2,3 82±5,3 33,3±5,7* 66±19,1 34 50 
SGE-2 
N1 - -   - -  29 70 
M 33±7,5 25,3±12,2 33,3±15,3 74,7±26,0 27 20 
H 53,3±11,5 2,2±3,8 40±17,3 13,3±13,3 >60 0 
N4  - -  -  -  56 20 
N3  - -  -  -  30 40 
N2 32,3±8,7 56,7±37,0 25±5,0 76,0±25,1 30 90 
Positivas 
N1  - -  -  -  30 90 
M 31±6,5 54,7±37,8 28±5,2 44±10,6* 27±2,8 40±0 
H 50±11,1 22,2±23,4 51,7±14 8,9±15,4 42,5±25 10±14,1 
N4 -  -  - -  18,5±9,2 55±7,1 
N3 -  - - -  27±0 90±14,1 
N2 32,7±7,5 84,7±21,6 26,3±1,1 63,3±28,0 18,5±9,2 85±21,2 
Negativas
N1 -  -  -  - 25±4,2 50±56,6 
M 30,3±8,4 73,3±22,0 25,7±9,3 66,7±30,3 18±5,6 100±0 
H 46,3±7,1 51,1±3,8* 26,7±2,9 31,1±23,4 40±9,9 15±7,1 
N4  -  -  -  - 24,5±12 95±7,1 
N3  - -   - -  29±5,6 60±56,6 
N2 22±2,6 84,0±27,7 24±6,5 85,3±18,9 36,5±9,2 55±49,5 
Neutras 
N1  -  -  -  - 37,5±6,4 65±49,5 
*p<0,05 respecto al control. 
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Tabla XVI. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares de O. moubata 
alimentados sobre los cerdos control o vacunados con  SGE-2 y sus distintas fracciones 
en las tres infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase  evolutiva 
1ª  
INFESTACIÓN
2ª 
INFESTACIÓN
3ª 
INFESTACIÓN 
Machos 38,9±2,1 48,1±2,1 25,4 
Hembras 211,2±4,2 205,4±45,8 182,6 
Ninfas-4 - - 42,9 
Ninfas-3 - - 26,8 
Ninfas-2 5,4±0,5 6±0,3 5,6 
Control 
Ninfas-1 - - 1,4 
Machos 35,3±4,9 18,8±8,7* 9,6• 
Hembras 119,2±32,6* 58,6±36* 67,4• 
Ninfas-4 - - 25,2• 
Ninfas-3 - - 20,1 
Ninfas-2 5,2±0,7 5,3±0,5 5,2 
SGE-2 
Ninfas-1 - - 1,6 
Machos 28,7±3,4 35,3±1,2 36,6 
Hembras 178,2±34,6 138,9±34,9 150,3 
Ninfas-4 - - 34,1 
Ninfas-3 - - 20,6 
Ninfas-2 5,2±1 5,7±0,9 6,2 
Positivas 
Ninfas-1 - - 1,6 
Machos 41,4±2,2 27,9±9,2 17,1±1,1• 
Hembras 133,3±20* 97,7±33,4* 64,1±2,1• 
Ninfas-4 - - 26,4±6,4• 
Ninfas-3 - - 17,7±3,6 
Ninfas-2 5,7±0,6 5,9±0,4 5,2±0,1 
Negativas 
Ninfas-1 - - 1,5±0,3 
Machos 34,6±9,6 30,9±6,2 20,5±19,7• 
Hembras 119,3±42,8* 118,5±52,5* 108,1±54,3• 
Ninfas-4 - - 26,5±1,4• 
Ninfas-3 - - 16,4±6,9• 
Ninfas-2 5,9±0,3 5±0,2 5,6±1,8 
Neutras 
Ninfas-1 - - 1,5±0,1 
* p < 0,05 respecto al grupo control. 
• diferencia aparentemente significativa respecto al control (de los grupos control, SGE-2 y 
positivas se infestó un único cerdo en la 3ª infestación). 
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Tabla XVII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos 
depositados por las alimentadas sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2 y sus 
distintas fracciones en las tres infestaciones (media ± DE). 
 
 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 
Antígeno No. huevos % viabilidad No. huevos
% 
viabilidad No. huevos 
% 
viabilidad
Control 182,4±54,0 91,8±1,2 265,9±29,3 95,4±5,9 162,8 90,8 
SGE-2 137,4±15,8* 96,1±2,9 65,5±38,7* 69,5±26,2* 34,6• 76,9 
Positivas 190,5±19,8 97,6±0,9 188,6±10,7* 90,2±10,8 81,6• 95,6 
Negativas 229,8±29,2 97,9±1,3 109,9±21,6* 88,7±4,0 43,4±10,5• 67,05±22,9
Neutras 133,6±39,9* 95,9±1,5 118,7±58,4* 85,2±11,7 101,3±56• 94,05±0,78
* p < 0,05 respecto al grupo control. 
• diferencia aparentemente significativa respecto al control (de los grupos control, SGE-2 y 
positivas se infestó un único cerdo en la 3ª infestación). 
 
 
 
Tabla XVIII. Porcentaje de muda de las ninfas-2 en la primera y segunda infestación y de 
las ninfas 1-4 en la tercera infestación (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 
2 ª 
INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 
% muda 
Antígeno % muda N2 
% muda 
N2 N1 N2 N3 N4 
Control 94,8±0,7 100±0 100 100 90 100 
SGE-2 96,2±5,0 95,6±4,8 88,8 100 100 90 
Positivas 93,9±7,6 99,4±1,0 100 85,7 100 80 
Negativas 96,6±4,7 96,9±2,8 95,8±5,94 95±7,1 80±14,1 63,3±4,7*
Neutras 98,7±2,3 95,6±11,0 95±7,1 95±7,1 88,9±15,7 65±7,1* 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
Tabla XIX. Porcentaje de reducción en la cantidad de sangre ingerida (respecto al 
grupo control) por las distintas fases evolutivas de O. moubata, alimentadas sobre los 
cerdos vacunados con el SGE-2 y sus fracciones, en la tercera infestación. Este SGE-2 y 
sus fracciones se obtuvieron a partir de ejemplares adultos. 
 
 SGE-2 Positivas Negativas Neutras Promedio 
Machos 72,8 0 32,6 19,3 31,2±26 
Hembras 63,1 17,7 64,9 41 46,9±19 
Ninfas-4 41,3 20,5 38,5 38,5 34,7±8 
Ninfas-3 25 23 34 38,8 30,2±6 
Ninfas-2 7,1 0 7 0 3,5±3 
Ninfas-1 0 0 0 0 0±0 
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Figura 14. Porcentaje de inhibición de la toma de sangre (media ± DE) experimentado en 
la 3ª infestación por las diferentes fases evolutivas de O. moubata durante su alimentación 
sobre cerdos vacunados con SGE-2 y sus fracciones respecto a las alimentadas sobre el 
grupo control. El SGE-2 se obtuvo a partir de ejemplares adultos. 
 
 
 
6. Inmunización de cerdos con SGE-2 obtenido a partir de ejemplares adultos y 
con SGE-2 obtenido a partir de ninfas-2. 
 
Como acabamos de señalar, en el experimento precedente se observó que la 
inhibición de la toma de sangre inducida por la vacunación con un SGE-2 obtenido a 
partir de machos y hembras afectaba esencialmente a los ejemplares adultos pero apenas 
afectaba a los inmaduros (Figura 14). En consecuencia se estimó oportuno comprobar si 
un SGE-2 obtenido a partir de ejemplares inmaduros (ninfas-2) ejercía el efecto inverso, 
esto es, si afectaba preferentemente a las ninfas pero no a los adultos. Para ello se 
vacunaron nuevos cerdos con SGE-2 de adultos, con SGE-2 de ninfas-2 y con una 
mezcla de ambos. 
 
6.1. RESPUESTA HUMORAL. 
 
Como muestra la figura 15, el SGE-2 de adultos, el de las ninfas-2 y la mezcla de 
ambos indujeron en los cerdos respuestas humorales idénticas entre sí y, a la vez, 
similares a las descritas en los experimentos anteriores. Dichas respuestas se 
caracterizaron por la ausencia de IgM y por presentar un nivel medio de IgG (DO en 
torno a 1,1) y unos altos niveles de IgG1 e IgG2 (DO entre 1,8 y 2,1). 
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Figura 15. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgM, IgG, IgG1 e IgG2 en los cerdos 
control (tratados sólo con los adyuvantes de Freund) y en los cerdos vacunados con 500 µg 
de SGE-2 de adultos, 500 µg de SGE-2 de ninfas-2 ó 500 µg de una mezcla de ambos. 
Resultados 
 
  
 
 
6.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
El SGE-2 de adultos y el de las ninfas-2 mostraron idéntica composición en SDS-
PAGE (Figura 16A). En consecuencia, los antígenos reconocidos sobre ambos extractos 
por los sueros de los distintos cerdos fueron exactamente los mismos, con 
independencia del extracto (de adultos, de ninfas-2 o mezcla de ambos) administrado al 
cerdo. Los antígenos aludidos fueron las bandas de 160, 90, 70 y 44 kDa, el grupo de 
bandas comprendidas entre los 28 y16 kDa (numerosas, intensamente teñidas y apenas 
resueltas), y la banda de 12 kDa, que fue revelada más irregularmente (Figura 16B). 
 
 
 
 
Figura 16. A. SDS-PAGE teñido con plata y azul de coomassie: composición del SGE-2 de 
machos, hembras y ninfas-2. B. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-2 de los 
adultos (machos + hembras) y sobre el de ninfas-2 por los sueros de los cerdos vacunados 
con SGE-2 de adultos o de ninfas-2. En rojo se señala la combinación homóloga. 
 
 
6.3. ACCIÓN DE LA VACUNA SOBRE LOS PARÁSITOS. 
 
El efecto de la vacuna se evaluó en cuatro infestaciones consecutivas en las que se 
utilizaron ejemplares de todas las fases evolutivas del parásito, salvo ninfas-4 en la 
tercera y cuarta infestación. 
 
Las respuestas inducidas por el SGE-2 de adultos, por el de las ninfas-2 y por la 
mezcla de ambos produjeron sobre los parásitos idéntico efecto y dicho efecto, como se 
puede observar en las tablas XX a XXV, consistió básicamente en lo siguiente: 
 
(i), un descenso significativo en la cantidad de sangre ingerida por las hembras y 
en su fecundidad en todos los grupos e infestaciones (entre el 45% y el 79%); 
 
Resultados 
 
  
(ii), un descenso también significativo en la cantidad de sangre ingerida por las 
ninfas-4 en todos los grupos (entre el 57% y el 71%); 
 
(iii), un descenso generalizado en la cantidad de sangre ingerida por los machos 
en todos los grupos e infestaciones (7%-71%), aunque éste sólo fue significativo 
en algunos casos: con el SGE-2 de adultos en la 2ª, 3ª y 4ª infestaciones, con el 
SGE-2 de ninfas-2 en la 2ª infestación y con la mezcla en la 4ª infestación;  
 
(iv), un descenso igualmente generalizado en la cantidad de sangre ingerida por 
las ninfas-3 (17 %), aunque no llegó a ser significativo en ningún grupo; 
 
y (v), un escaso efecto sobre las ninfas de menor tamaño (ninfas-2 y ninfas-1), las 
cuales, aunque tomaron respectivamente un 8,1% y un 2,6% menos de sangre 
respecto al control, mudaron posteriormente con normalidad. 
 
 
Tabla XX. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de ejemplares 
desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control, vacunados con SGE-2 de adultos, 
SGE-2 ninfas-2 y SGE-2 mezcla, en las cuatro infestaciones (media ± DE). FE, fase evolutiva; M, 
machos; H, hembras; N4-N1, ninfas-4 a ninfas-1. 
 
   1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 4ª INFESTACIÓN
 FE Minutos % Desprend. Minutos
% 
Desprend. Minutos
% 
Desprend. Minutos 
% 
Desprend.
M 26±1,4 82±25,5 22,5±3,5 55,3±22,8 14±0 85±21,2 7±9,9 36,8±52,1
H 41±11,3 56,7±61,3 31±8,5 50±23,6 40±4,2 26,7±28,3 - 0±0 
N4 41±5,7 75±35,3 33±11,3 90±14,1 -  -  - -  
N3 32,5±3,5 70±42,4 24,5±6,4 94±8,5 47,5±3,5 95±7,1 33±5,6 66±11,3* 
N2 75±35,3 21±1,4 25±7 87±1,4 37,5±10,6 75±21,2 43±1,4 86±2,8 
C
on
tr
ol
 
N1 20±0 62±53,7 20±7,1 75±12,7 48,5±2,1 97±4,2* 35±21,2 70±42,4 
M 31,7±12,6 40,843,8 17,2±7,2 51,8±21,2 14,7±5,5 78,7±23,9 5,7±4,9 29,1±25,5
H 41,7±20,2 15,6±13,8 30,7±19 37,8±20,4 6,3±5 44±36 3±4,4 20±29 
N4 48±19,9 7,0±6,1 36,3±24,5 16,7±15,3* -   - -  - 
N3 21,7±2,9* 62±45,2 31±4,3 62,7±33,1 31,7±12,9 66±30,3 9,3±10,1* 18,7±20,1
N2 64,7±43,5 26,7±7,6 20,7±6,7 69,3±11 29±7 58±14 20±22,3 40±44,5 
SG
E
-2
 A
du
lto
s 
N1 24,3±4,5 70±48,5 21±4 75,3±30 27,3±9,7* 54,7±19,4* 22,7±21,5 45,3±43 
M 33,7±4,9 74,6±18,4 23,3±3 66±11,3 11±5,2 70,8±34 7,7±5,7 43,5±34,8
H 52±7,2 28,9±44,4 58,7±1,5* 15,4±7,9* 2±1,7 13,3±11,5 1,3±1,5 8,9±10,1 
N4 47,7±10 43,3±32,1 46,3±11,1 70±20  -  - - -  
N3 29,7±4,5 82,7±20 30±6,6 72,7±20,5 42,7±3,1 82,1±2 28,7±12,2 57,3±24,4
N2 90,7±8,3 25±5 24,7±8 90,7±8,3 45,3±2,3 91,3±5,7 33±10,8 71,3±29 
SG
E
-2
 N
in
fa
s-
2 
N1 25,3±1,5 82,7±20,5 26±5,6 92±8 44,7±11 85,3±16,2 34±11,3 70±26 
M 35,3±14,5 85,8±12,4 22,3±6,4 80,3±10,1 15,7±3,5 88,9±19,2 8,3±2,1 49,6±3,3 
H 54±5,3 33,9±51,6 58±3,5* 4,8±8,2* 7±5,3 51,1±42,9 0,7±1,1 4,4±7,7 
N4 49,3±9,3 43,3±51,3 57±5,2 3,3±5,8  - -  -  - 
N3 32±6,2 72,7±45,6 22,7±7,5 34±26,4* 19,3±13,6* 69,3±27,2 14,7±8 29,3±16,2
N2 90±12,5 20±3 23,3±7,2 88±20,8 46,7±8,5 91,3±15 35,3±16,5 70,7±33 
SG
E
-2
 M
ez
cl
a 
N1 22±5,2 79,3±16,1 20±5 93,3±11,5 45±8,9 92±13,8 46±2,6 93,3±7 
* p< 0,05 respecto del control. 
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Tabla XXI. Cantidad de sangre ingerida (mg) por las distintas fases evolutivas de O. 
moubata alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2 de adultos,  SGE-2 
de ninfas-2 y SGE-2 mezcla, en las cuatro infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 
1ª 
INFESTACIÓN
2ª 
INFESTACIÓN
3ª 
INFESTACIÓN
4ª 
INFESTACIÓN 
Machos 31,5±0,5 29,1±2,3 32,7±4 22,6±6,6 
Hembras 245,1±37,4 231,3±8,5 178,1±30,7 172,9±7,6 
Ninfas-4 110,7±18,9 78,3±13,2 -  -  
Ninfas-3 21,6±3,8 24,4±3 22,9±4 21,4±4,4 
Ninfas-2 5,2±0,3 5,1±0,1 6±0,8 4,2±0,03 
Control 
Ninfas-1 1,5±0,2 1,6±0,1 2±0,1 1,3±0,2 
Machos 22,1±9,2 12,4±7,7* 16,8±10,3* 12,1±7,7* 
Hembras 109,8±59,9* 63±16,2* 93,4±17* 44,2±35,1* 
Ninfas-4 41,5±21,4* 22,5±6,5*  - -  
Ninfas-3 18,3±6,4 18,4±2,3 22,2±4,3 10,1±6,9 
Ninfas-2 4,6±0,9 5,0±0,4 4,8±0,6 3,3±1,3 
SGE-2 
adultos 
Ninfas-1 1,5±0,1 1,5±0,1 2±0,2 1,2±0,3 
Machos 27,5±2,9 22,2±1,7* 30,4±7 19,3±3,8 
Hembras 135,4±19,5* 119,9±53* 115,9±17,1* 122±41,9 
Ninfas-4 47,4±8,7* 28,1±15,9* -  -  
Ninfas-3 22,6±1,7 21±2,6 22,4±3,9 16,7±6,2 
Ninfas-2 5,5±0,6 4,9±0,4 5,6±0,5 4,6±0,5 
SGE-2 
ninfas-2 
 
Ninfas-1 1,5±0,2 1,3±0,2 2,1±0,2 1,5±0,1 
Machos 26,9±7,0 20,2±9 25,5±5,3 13,5±3,8* 
Hembras 133,1±42,7* 106,6±60* 115,1±28* 35,2±10,1* 
Ninfas-4 48,9±17,6* 19,4±4,6* -  - 
Ninfas-3 22,2±4 18±3,7* 21±4,4 12,1±3,3 
Ninfas-2 5,0±0,4 4,9±0,5 5±0,6 3,9±0,1 
SGE-2 
mezcla 
Ninfas-1 1,7±0,1 1,9±0,5 1,9±0,1 1,3±0,2 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
Tabla XXII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos 
depositados por las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2 de 
adultos, SGE-2 ninfas-2 y SGE-2 mezcla, en las cuatro infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 4ª INFESTACIÓN 
Antígeno No. Huevos 
% 
Viabilidad 
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad
Control 226,6±0,7 80,1±5,2 177±48,6 86±13,6 222,1±19,4 98,0±0,8 111,1±11,6 92,4±4,9
SGE-2 
adultos 98,6±38,7* 85,4±8,9 66,1±17,1* 85±1 98,7±42,6* 87,1±15,6 39,7±46,2 53,7±39,9
SGE-2 
ninfas-2 126,1±26,2* 79,5±7,3 108,7±42* 85,7±9 126,4±28* 91±6,9 62,7±53,1 96,6±2,8
SGE-2 
mezcla 139,4±60* 90,5±7,5 90,7±48* 87,1±5 115,5±35* 92,8±5,4 49,8±13,1 79,7±9,7
* p< 0,05 respecto del control. 
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Tabla XXIII. Porcentaje de muda de las ninfas 1 a 4 (N1-N4) alimentadas, sobre los cerdos 
control o vacunados con SGE-2 de adultos, SGE-2 ninfas-2 y SGE-2 mezcla, en las dos 
primeras  infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACION 2ª INFESTACIÓN 
  % de muda % de muda 
Antígeno N1 N2 N3 N4 N1 N2 N3 N4 
Control 100±0 97±4,4 100±0 100±0 100±0 96±6 97±4 98±2,8 
SGE-2 adultos 93±6,2 91,3±8 95±2,4 95,3±6 92±11 100±0 98±4 97±4,7 
SGE-2 ninfas-2 100±0 97,2±5 100±0 99,4±1 97±5,8 95±4,5 96±5,5 93,4±1 
SGE-2 mezcla 96,7±6 97±6 97±5 97±2,4 85±17 100±0 95±3,5 95±4 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
Tabla XXIV. Porcentaje de muda de las ninfas 1 a 3 (N1-N3) alimentadas, sobre los 
cerdos control o vacunados con SGE-2 de adultos, SGE-2 ninfas-2 y SGE-2 mezcla, 
en la tercera y cuarta infestación (media ± DE). 
 
  3ª INFESTACIÓN 4ª INFESTACIÓN 
  % de muda % de muda 
Antígeno N1 N2 N3 N1 N2 N3 
Control 100±0 99±1,5 95,6±6 92±0,9 94±8,7 99±1,4 
SGE-2 adultos 96,5±4,5 100±0 89±13 96±3,7 94±6,2 97±7,5 
SGE-2 ninfas-2 93,2±9 98±1,3 97,1±1 95±5,2 96±3,1 92±4,7 
SGE-2 mezcla 96±4,7 95±4,6 91,2±1 93±1,8 94±6 93±4,4 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
Tabla XXV. Porcentaje de inhibición de la toma de sangre inducido por el SGE-2 de 
adultos, de ninfas-2 o la mezcla de ambos en las diferentes fases evolutivas de O. moubata 
a lo largo de las cuatro infestaciones.  
 
Antígeno Infestación Machos Hembras Ninfas-4 Ninfas-3 Ninfas-2 Ninfas-1 
1ª 29,8 55,2 62,5 15,3 11,5 6,25 
2ª 57,4 72,8 71,3 24,6 2 6,2 
3ª 48,6 47,6 - 3,1 20 0 
4ª 46,5 74 - 52,8 21,4 7,7 
SGE-2 
adultos 
Media ± DE 45,5±9,9 62,4±11,3 66,9±4,4 23,9±18,3 13,7±7,6 5,1±2,9 
1ª 12,7 44,7 57,2 0 0 6,25 
2ª 23,7 48,2 64,1 13,9 3,9 0 
3ª 7,1 34,9 - 2,18 6,6 0 
4ª 14,6 29,1 - 21,9 0 0 
SGE-2 
ninfas 
Media ± DE 14,5±6 39,2±7,6 60,6±3,5 9,5±8,9 2,6±2,8 1,6±2,7 
1ª 14,6 45,7 55,8 0 3,8 0 
2ª 30,6 53,9 75,2 26,2 3,9 0 
3ª 22 35,4 - 8,3 16,6 5 
4ª 40,2 79,2 - 43,5 7,14 0 
SGE-2 
mezcla 
Media ± DE 26,8±9,5 53,6±16,2 65,5±9,7 19,5±16,8 7,9±5,2 1,25±2,2 
Promedio global 29,0±15,5 60,8±22,4 64,4±7 17,6±13,4 8,1±7,2 2,6±3,1 
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Figura 17. Porcentaje de inhibición (media ± DE) de la toma de sangre, inducida por el 
SGE-2 de adultos, de ninfas y la mezcla de ambos en las distintas fases evolutivas de O. 
moubata. 
 
 
En resumen, la acción protectora inducida por el SGE-2 de adultos y la inducida 
por el SGE-2 de ninfas-2 fueron del mismo tipo y magnitud y consistieron, en esencia, 
en la inhibición de la alimentación de los parásitos (Tabla XXV y Figura 17). 
 
Esta inhibición fue superior al 50% en las fases evolutivas de mayor tamaño 
(hembras, machos y ninfas-4), que son las que tardan más tiempo en completar la toma 
de sangre (entre los 30-40 minutos y las 2 horas). Por el contrario, la inhibición de la 
alimentación fue progresivamente menor en las fases evolutivas más pequeñas (ninfas-
3, ninfas-2 y ninfas-1), en las que el tiempo necesario para completar la toma de sangre 
es inversamente proporcional a su tamaño (entre 40 y 10 minutos). 
 
 
7. Hipótesis de la P-selectina/antagonista de P-selectina. 
 
De acuerdo con los resultados hasta ahora expuestos, el SGE-2 de adultos y el de 
ninfas-2 poseen idéntica composición e inducen en los cerdos idénticas respuestas 
inmunitarias, que, no obstante, sólo inhiben la alimentación de las fases evolutivas que 
tardan más de 30 minutos en alimentarse (básicamente adultos y ninfas-4), pero no la de 
las que lo hacen en menos tiempo (ninfas-1, 2 y 3). Este hecho sugiere que el 
componente salival neutralizado por dichas respuestas es uno o unos cuya misión es la 
de contrarrestar a las moléculas hemostáticas del hospedador que se expresan en función 
del tiempo tras una lesión vascular. 
 
Una de esas moléculas es la P-selectina, ya que comienza a expresarse en la 
superficie endotelial a partir de los 30 minutos de la lesión vascular (picadura), 
promoviendo la adhesión leucocitaria al endotelio dañado y, consecuentemente, 
colaborando en la detención de la hemorragia. Este mecanismo hemostático ha de ser 
necesariamente neutralizado por los parásitos para tomar sangre. 
Resultados 
 
  
 
Teniendo en cuenta lo anterior, nuestra hipótesis de trabajo presupone (i), que los 
parásitos deben contener en su saliva un antagonista de P-selectina para anular el 
mecanismo anterior; (ii), que si este antagonista es bloqueado con unos anticuerpos 
inducidos por vacunación con el SGE-2, entonces los parásitos que no hayan tomado 
sangre antes de la expresión de P-selectina (adultos y ninfas-4) ya no podrán hacerlo, 
como de hecho ocurre en los experimentos precedentes; (iii), que si en los cerdos 
vacunados se induce artificialmente la expresión de P-selectina antes de la fijación de 
los parásitos, ninguno de ellos podrá completar la toma de sangre porque su antagonista 
de P-selectina será inmediatamente neutralizado por los anticuerpos y (iv), que la 
inducción previa de P-selectina en los cerdos control no debe bloquear la alimentación 
de ninguna de las fases evolutivas pues todas disponen del antagonista y no hay 
anticuerpos que lo neutralicen. 
 
7.1. Inducción de la expresión de P-selectina con lipopolisacárido bacteriano 
(LPS) en los cerdos controles y en los vacunados con SGE-2. 
 
Para comprobar si la hipótesis anterior era cierta se indujo la expresión local de P-
selectina en los cerdos del experimento precedente administrándoles LPS bacteriano 
intradérmicamente en un área de unos 20 cm2. Dos horas después se les practicó una 
infestación con hembras y ninfas-1 aplicándolas sobre el área tratada. Sólo se utilizaron 
estas dos fases evolutivas por ser en ellas donde el efecto protector de la vacuna, o su 
ausencia, eran más evidentes. 
 
El resultado de esta prueba se muestra en la tabla XXVI, donde se observa que las 
hembras y las ninfas-1 se alimentaron con normalidad sobre los cerdos controles, 
mientras que sobre los cerdos vacunados (y con independencia del extracto vacunal 
administrado), tanto las hembras como las ninfas-1 sufrieron una intensa inhibición de 
la toma de sangre: en torno al 70% para las hembras y en torno al 50% para las ninfas-1. 
Ningún ejemplar (hembras o ninfas-1) de los puestos sobre los cerdos vacunados y 
tratados con LPS se desprendió completamente alimentado en menos de una hora. 
 
 
Tabla XXVI. Cantidad de sangre ingerida (mg) por las hembras y ninfas-1 de O. moubata 
alimentadas, sobre los cerdos control y los vacunados con SGE-2, dos horas después de la 
administración intradérmica de 3 mg de LPS por cerdo (media ± DE). Porcentaje de 
inhibición de la toma de sangre respecto al grupo control. 
 
 Hembras Ninfas-1 
Antígeno mg de sangre % de inhibición mg de sangre % de inhibición 
Control 205±18,5 - 1,5±0,3 - 
SGE-2 adultos 71,1±29,3* 65±11,4 0,78±0,2* 48±10,8 
SGE-2 ninfas-2 82,4±35* 69,7±6,1 0,61±0,1* 59,3±5,5 
SGE-2 mezcla 47,2±23,5* 77±8,9 0,72 ±0,1* 52±5,4 
* p< 0,05 respecto del control. 
Resultados 
 
  
 
7.2. Presencia de ligandos de P-selectina en el SGE-2. 
 
El resultado anterior sugería claramente que la hipótesis de trabajo era válida, por 
lo que acto seguido buscamos por ELISA y western blot (tal como se describe en el 
apartado 3.1.6 de material y métodos) si el SGE-2 contenía alguna molécula que se 
ligara a la P-selectina. Aunque el western blot no reveló ninguna banda (Figura 18), en 
el ELISA se obtuvo un claro resultado positivo, tanto sobre el SGE-2 nativo como sobre 
el desglicosilado con metaperiodato sódico (Figura 19). 
 
 
 
 
Figura 18. Western blot: P, SGE-2 (nativo, tratado sólo con el buffer de desglicosilación y 
desglicosilado) incubado sucesivamente con P-selectina, con un monoclonal anti-P-
selectina y con un anticuerpo anti-monoclonal marcado con peroxidasa. C1, (control 1), se 
omitió la incubación con P-selectina; C2, (control 2), se omitió la incubación con anti-P-
selectina.. P-sel, (control positivo), la propia P-selectina revelada con los anticuerpos 
indicados en P. 
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Figura 19. Reactividad en ELISA (DO media ± DE) sobre el SGE-2 nativo, tratado sólo 
con el buffer de desglicosilación y desglicosilado tras su incubación sucesiva con P-
selectina, con un monoclonal anti-P-selectina y con un anticuerpo anti-monoclonal marcado 
con peroxidasa. Control 1, se omitió la incubación con P-selectina; Control 2, se omitió la 
incubación con anti-P-selectina. 
 
Resultados 
 
  
 
7.3. Captura e identificación del ligando de P-selectina. 
 
La captura del ligando de P-selectina se llevó a cabo por inmunoprecipitación, tal 
como se describe en el apartado 3.1.6 de material y métodos. Como se puede observar 
en la figura 20A, en el sedimento de la inmunoprecipitación apareció una banda 
claramente definida de unos 44 kDa que denominamos Om44. Dicha banda también 
está presente en el SGE-2 de partida, pero, como era esperable tras su captura, 
prácticamente ha desaparecido del sobrenadante. El resto de las bandas que acompañan 
a la Om44 en el sedimento de la captura son la propia P-selectina añadida al SGE-2 
(120 kDa), y las cadenas pesadas y ligeras del monoclonal anti-P-selectina usado para la 
captura de los complejos P-selectina-ligando (50 kDa, 25 kDa). 
 
En western blot (figura 20B), la Om44 fue claramente reconocida por los cerdos 
vacunados con el SGE-2, en los cuales la respuesta inmunitaria inhibe la alimentación 
de los parásitos, pero no por los cerdos sensibilizados por infestación natural, en los que 
la respuesta no es capaz de inhibir la toma de sangre de los parásitos. La Om44 tampoco 
fue reconocida por los cerdos controles. 
 
 
 
 
Figura 20. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata y azul de coomassie: composición del SGE-2 
de partida, del sobrenadante de la inmunoprecipitación (SB) y del sedimento de la misma (SD) en 
el que aparece una banda de 44 kDa procedente del SGE-2. Los dos últimos canales son la P-
selectina y el monoclonal anti-P-selectina. B. Western Blot. Antígenos reconocidos sobre el 
sedimento de la inmunoprecipitación por dos cerdos control (1 y 2), por dos cerdos vacunados con 
SGE-2 (3 y 4) y por dos cerdos sensibilizados por infestación natural (5 y 6). 
 
Resultados 
 
  
 
8. Caracterización molecular del ligando de P-selectina (Om44). 
 
8.1. Análisis con lectinas. 
 
Ninguna de las seis lectinas (GNA, ConA, SNA, MAA, DSA y PNA) utilizadas 
en este análisis mostró reactividad con el ligando/antagonista de P-selectina purificado 
por inmunoprecipitación (Figura 21). En consecuencia, cabe señalar que dicha molécula 
(Om44) carece no sólo de restos de ácido siálico, sino también de residuos de N-acetil-
lactosamina, de β-galactosa, de glucosa, de N-acetil-glucosamina y de complejos de alta 
manosa.  
 
La banda de 120 kDa revelada por la lectina DSA es la propia P-selectina. 
 
 
 
 
Figura 21. Bandas reconocidas por las lectina GNA, ConA, SNA, MAA, 
DSA y PNA en el sedimento de la inmunoprecipitación del ligando de P-
selectina (Om44). 
 
 
8.2. Análisis con anticuerpos monoclonales frente a grupos Lewis. 
 
Ninguno de los dos monoclonales utilizados (anti-Lewis X y anti-Lewis Y) 
reaccionó con el ligando de P-selectina (Om44), evidenciando la ausencia de estos dos 
grupos en la molécula (Figura 22). 
 
La banda de 25 kDa reconocida por ambos monoclonales en el sedimento de la 
inmunoprecipitación (pero no en el SGE-2 de partida) se corresponde, previsiblemente, 
con las cadenas ligeras del monoclonal anti-P-selectina utilizado para la captura. 
 
Resultados 
 
  
 
 
 
 
Figura 22. Western Blot: antígenos reconocidas por un suero control 
negativo (0) y por los monoclonales anti-Lewis X y anti-Lewis Y 
(respectivamente, X e Y) en el SGE-2 y en el sedimento de la captura por 
inmunoprecipitación del ligando de P-selectina (Om44). 
 
 
8. 3. Secuenciación de Edman y espectrometría de masas. 
 
La secuenciación del extremo amino de la banda Om44 no ofreció resultado 
alguno por tener éste bloqueado. Los distintos intentos para desbloquearlo no resultaron 
eficaces. 
 
Por su parte, el análisis espectrométrico por MALDI-TOF de la Om44 originó un 
mapa de péptidos (datos no mostrados) que no mostró homología con ninguna molécula 
conocida. 
 
Los resultados anteriores impidieron llegar a una identificación más precisa de la 
Om44. 
 
Resultados 
 
  
 
 
8. 4. Presencia de glicosaminoglicanos en el SGE-2 y en la Om44. 
 
Los resultados de estas pruebas han sido los últimos en obtenerse y se han 
incluido “a posteriori" en este apartado. Por este motivo las dos figuras siguientes 
presentan una numeración diferente al resto. 
 
Como puede observarse en la primera de ellas (Figura I), los sueros de los cerdos 
vacunados con la Om44 (los del apartado siguiente, el número 9) contienen anticuerpos 
de la clase IgM que reconocen claramente a la heparina y al condroitín sulfato. Frente a 
la heparina, la DO de los sueros inmunes (los de las semanas 4, 5 y 6) es unas 4 a 4,5 
veces superior a la del suero previo (semana 0). Frente al condroitín sulfato, la DO de 
los sueros inmunes es algo más baja, entre 2,6 y 3 veces superior a la del suero previo. 
Por el contrario, en ninguno de los dos cerdos vacunados se detectaron anticuerpos de la 
clase IgG frente a la heparina ni al condroitín sulfato. 
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Figura I. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgM e IgG, frente a la heparina y al 
condroitín sulfato, en los cerdos vacunados con 5 µg de la banda Om44 purificada por 
electroelución. Semana cero: sueros previos a la vacunación; semanas 4, 5 y 6: sueros 
obtenidos a los 7, 14 y 21 días de la tercera y última dosis de la vacuna, inmediatamente 
antes de practicar las sucesivas infestaciones. 
 
 
Resultados 
 
  
 
Por su parte, la figura II muestra que el monoclonal anti-condroitín sulfato 
reconoce al SGE-2 de O. moubata y que, además, lo hace con más intensidad que al 
propio antígeno homólogo. 
 
La DO frente al SGE-2 es tres veces más alta que la del control negativo (BSA, 
DO = 0,244), mientras que la DO frente al condroitín sulfato es 2,1 veces superior a la 
del negativo. 
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Figura II. Reactividad en ELISA (DO media ± DE) proporcionada por el monoclonal anti-
condroitín sulfato frente a la BSA (control negativo), el condroitín sulfato (control positivo) 
y al SGE-2 de O. moubata. 
 
Resultados 
 
  
 
9. Vacunación de cerdos con la molécula Om44 (antagonista de P-selectina) 
purificada por electroelución. 
 
9.1. REPUESTA HUMORAL. 
 
La vacunación de cerdos con 5 µg/dosis de la banda Om44 purificada por 
electroelución originó una respuesta humoral bastante diferente a la habitualmente 
inducida por el SGE-2 (Figura 23).  
 
Los cerdos vacunados con el SGE-2 mostraron, como en todas las ocasiones 
anteriores, unos niveles medios de IgG (DO 1,2), unos altos niveles de las subclases 
IgG1 e IgG2 (DO en torno a 2,0) y un nivel indetectable de IgM (DO 0,5, similar al 
control negativo). 
 
Por el contrario, los cerdos vacunados con la Om44 mostraron un nivel medio de 
IgM (DO 1,1) y unos niveles prácticamente indetectables de IgG y de las subclases 
IgG1 e IgG2. 
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Figura 23. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG, IgG1, IgG2 e IgM en los cerdos 
control (tratados sólo con los adyuvantes de Freund) y en los cerdos vacunados con 500 µg 
de SGE-2 ó con 5 µg de la banda Om44 purificada por electroelución. 
 
 
9.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
A pesar de los resultados del ELISA anterior, los cerdos vacunados con la Om44 
reconocieron claramente sobre el SGE-2 a dicha banda, aun cuando en el western blot lo 
que se registraron eran las IgG y no las IgM. Uno de estos dos cerdos también reconoció 
otros tres antígenos, de unos 22 a 26 kDa.  
 
Los cerdos vacunados con SGE-2 (controles positivos) reconocieron los antígenos 
habituales, incluida la banda de 44 kDa  (Om44). 
 
Resultados 
 
  
 
 
 
Figura 24. A. Gel de poliacrilamida teñido con plata y azul de coomassie: composición del 
SGE-2 de partida y de la banda de 44 kDa purificada por electroelución (Om44). B. 
Western Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-2 por los cerdos vacunados con la Om44 
y por los vacunados con el SGE-2 completo. 
 
 
9.3. ACCIÓN DE LA REPUESTA. 
 
Como en los experimentos previos, la vacunación con SGE-2 provocó un retraso 
generalizado, aunque no significativo, en la alimentación de los ejemplares. El mismo 
efecto provocó la vacunación con la Om44, pero, en este caso, el retraso sí fue 
significativo en algunos grupos: en concreto en las hembras, ninfas-4 y ninfas-3 en la 1ª 
infestación así como en las ninfas-4, ninfas-3 y ninfas-2 en la 3ª infestación (Tabla 
XXVII). 
 
Como era esperable, el SGE-2 también provocó caídas superiores al 50% en la 
ingesta de sangre y fecundidad de las hembras, así como un descenso general en la 
ingesta de sangre de los machos y las ninfas-4, aunque este descenso sólo fue 
significativo en algunos grupos por la gran amplitud de las variaciones individuales 
(Tablas XXVIII y XXIX).  
 
Por su parte, la Om44 inhibió la alimentación de las ninfas-4, desde el 20% en la 
primera infestación hasta el 60% en la tercera; también inhibió la alimentación de las 
hembras en un 30% en todas las infestaciones y su fecundidad, desde un 15% en la 
primera infestación hasta un 55% en la tercera (Tablas XXVIII y XXIX). 
 
Curiosamente, los porcentajes de muda de las ninfas no resultaron afectados ni 
por el SGE-2 ni por la Om44 (Tabla XXX). La vacuna tampoco modificó la mortalidad 
de los ejemplares a los tres meses postalimentación. 
 
Resultados 
 
  
 
Tabla XXVII. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con 
SGE-2 y con la banda de 44 kDa, en las tres infestaciones (media ± DE). FE, fase evolutiva; M, 
machos; H, hembras; N4-N1, ninfas-4 a ninfas-1. 
 
    1 ªINFESTACIÓN 2 ªINFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 
Antígeno FE Minutos %  desprendidos
  
Minutos 
%  
desprendidos Minutos 
%  
desprendidos 
M 24,9±3,6 63,3±15,6 26,9±4,3 69,2±12,3 27,5±19,1 61±35,7 
H 41,7±6,5 35,6±20,9 41±10,5 42±29,8 24,5±29 15,6±13,9 
N4 31±7,8 68,7±19 28,1±4,1 80,5±15,6 37±2,8 66±36,8 
N3 27,9±3,6 70±9,8 27,3±3 86,4±8,6 37,5±14,1 70±35 
N2 38,6±24,4 63±30,7 28,6±7,6 87,3±10 28,7±12,4 72,7±21,6 
Control 
N1 21,5±1,1 77±13,6 23,7±4,4 81,1±11,5 35±19,1 82,3±19,6 
M 28,4±6,4 49,3±27,9 28,4±9,7 50,4±31,6 27,3±17,9 49,3±41,5 
H 41,1±18,3 11,9±8,6 37,7±19,7 16,1±15,8 33,1±38 22±31,1 
N4 33,7±12,4 32±30,5 34,3±3,7 36,9±24,4 45±28 60±9,8 
N3 24,1±5,9 72,7±13,6 30±1,4 56,5±8,8 40,8±12,9 43±32,5 
N2 37,2±24 70,7±29,5 25,6±6,5 75,6±8,6 31,5±3,5 54±5,6 
SGE-2 
N1 22,3±2,2 66,7±35,1 25,7±6,7 66,1±12,9 28,1±1,2 62,3±10,8 
M 30±0 20±11,3 24,5±0,7 80±17 28,5±2,1 54±14,1 
H 57±2,8* 10±4,7 34,5±0,7 26,7±9,4 42,5±3,5 50±51,8 
N4 29,5±5 34±11,3* 31,5±4,9 63±18,4 37,5±3,5 80±2,8* 
N3 34±1,4* 49±29,7 32,5±2,1 71±30 33±2,8 70±5,6* 
N2 29,5±0,7 100±0 24±5,6 92±11,3 25,5±0,5 84±5,6 
Om44 
N1 27,5±0,7 85,5±20,5 25±0 81±8,5 21,5±0,7 45±7,1* 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
Tabla XXVIII. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares de O. moubata 
alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2 y con la banda de 44 kDa, en 
las tres infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 
1ª 
INFESTACIÓN
2ª 
INFESTACIÓN
3ª 
INFESTACIÓN 
Machos 42,3±7,6 40,1±7,8 26,4±9,6 
Hembras 241,6±93 213,8±27,1 181,9±28,7 
Ninfas-4 66,5±29,7 68,1±13,9 47,2±8,6 
Ninfas-3 17,9±3,1 24,8±5,6 22,1±1,1 
Ninfas-2 5,1±1 5,2±0,5 5,6±0,4 
Control 
Ninfas-1 1,5±0,3 1,5±0,1 1,8±0,3 
Machos 29,2±5,7* 19,6±5,7* 13,2±5,1 
Hembras 99,6±18,5* 73,6±27,9* 80,4±18,4* 
Ninfas-4 39,3±12 34,1±22,2  34,1±22,2 
Ninfas-3 16,3±1,9 18,4±6,7 22,2±4,2 
Ninfas-2 4,7±0,7 5,1±0,1 5±0,3 
 SGE-2 
Ninfas-1 1,5±0,1 1,5±0,2 2±0,5 
Machos 55,6±5 41±2,4 27,2±11 
Hembras 171,2±18,3 161,7±86,4 135,5±46,2 
Ninfas-4 54,3±17,2 40,3±11,2* 21,1±1,7* 
Ninfas-3 14,6±2,5 21,2±0,8 12,8±0,3* 
Ninfas-2 4±1,2 4,8±0,5 4,9±0,5 
Om44 
  
Ninfas-1 1,1±0,1 2,5±1,4 1,6±0 
* p< 0,05 respecto del control. 
Resultados 
 
  
 
Tabla XXIX. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados 
por las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2 y con la banda de 44 kDa, 
en las tres infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 
Antígeno No. Huevos 
% 
Viabilidad
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad 
Control 191,6±62,3 82,7±14,6 213,8±55,5 91±7,8 203±3±35,1 95,3±3,9 
SGE-2 110,5±49,5* 87,5±8,2 83,9±51,6* 70,4±22,1 76,3±36,1* 83±5,4 
Om44 181,2±17,3 95,7±0,6* 151,2±65,1 83,4±20,6 95,6±30,4* 84,9±6,7 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
Tabla XXX. Muda (%) de las ninfas 4-1 alimentadas sobre los cerdos control o vacunados con 
SGE-2 y con la banda de 44 kDa, en las tres infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 
%  %  %  
Antígeno 
N4 N3 N2 N1 N4 N3 N2 N1 N4 N3 N2 N1 
Control 89±10 95±2,9 97,3±4 97±4 93±12 93±3 94±7 97±2 93±2 96,7±2 96,4±3 100±0
SGE-2 85±18 97±3,9 94,1±4 90±6,1 82±13 95±6 93±7 97±1 94,5±3 93,4±6 98,4±2 93±5 
Om44 86±16 98±0 99±2 95±3 90±7 96±2 86±3* 98±3 95±0,6 98±3 96,8±4 89±3 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
En resumen, cabe afirmar que la vacunación con la molécula Om44 
(ligando/antagonista de P-selectina) reprodujo el efecto protector de la vacunación con 
el SGE-2 completo; es decir, inhibió la alimentación de las fases evolutivas de mayor 
tamaño, así como la fecundidad de las hembras. No obstante, el efecto inhibidor 
inducido por la Om44 fue de menor magnitud que el inducido  por el SGE-2. 
 
 
10. Búsqueda de ligandos/antagonistas de la molécula CD40L en el SGE-2. 
 
10.1. Reactividad en ELISA y western blot entre el CD40L y el SGE-2. 
 
La presencia de ligandos/antagonistas de la molécula CD40L en el SGE-2 se 
investigó, por ELISA y western blot, incubando el extracto con el propio CD40L y 
posteriormente con un monoclonal anti-CD40L y con un segundo anticuerpo anti-
monoclonal marcado con peroxidasa. 
 
En ELISA se observó una ligera reactividad, tan sólo entre 1,2 y 1,3 veces 
superior a la de los respectivos controles (Figura 25). Por su parte, en el western blot se 
observó una banda muy tenue, de unos 15 kDa (Figura 26, flecha), que, sin embargo, no 
volvió a ser revelada al repetir el western blot en dos ocasiones más (datos no 
mostrados). 
 
Resultados 
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Figura 25. Reactividad en ELISA (DO media ± DE) sobre el SGE-2 nativo tras su 
incubación sucesiva con CD40L, con un monoclonal anti-CD40L y con un 
anticuerpo anti-monoclonal marcado con peroxidasa. Control 1, se omitió la 
incubación con CD40L; Control 2, se omitió la incubación con anti-CD40L. 
 
 
 
 
 
Figura 26. Western Blot: P, SGE-2 incubado sucesivamente con CD40L, con un 
monoclonal anti-CD40L y con un anticuerpo anti-monoclonal marcado con 
peroxidasa. C1 (control 1), se omitió la incubación con CD40L; C2 (control 2), se 
omitió la incubación con anti-CD40L. CD40L (control positivo), el propio CD40L 
resuelto por SDS-PAGE, transferido a nitrocelulosa y revelado con los anticuerpos 
indicados en P. 
 
 
10.2. Captura del ligando/antagonista de CD40L por inmunoprecipitación. 
 
Los resultados anteriores parecían indicar la presencia en el SGE-2 de moléculas 
ligadoras de CD40L, aunque no de una forma definitiva. Para confirmar o descartar ese 
resultado llevamos a cabo un ensayo de captura por inmunoprecipitación, tal como se 
describe en el apartado 3.1.7 de material y métodos. 
 
Como muestra la figura 27A, en el sedimento de la inmunoprecipitación apareció 
una banda muy tenue, de unos 15 kDa (flecha), justo debajo de la banda correspondiente 
al propio CD40L. En el sedimento son también apreciables las cadenas pesadas y ligeras 
(50 kDa, 25 kDa) del monoclonal anti-CD40L usado para la captura. 
 
Resultados 
 
  
Dada la proximidad electroforética entre el CD40L y su supuesto ligando, se 
reanalizó el sedimento de la captura en un gel de TRIS-tricina al 16,5% para separar 
mejor estas dos bandas y facilitar su observación. Como se observa en la figura 27B, la 
banda de interés aparece ahora suficientemente diferenciada y muestra un peso 
molecular de unos 15,5 kDa.  
 
 
 
 
Figura 27. A. SDS-PAGE (TRIS-glicina, 5-20%) teñido con plata y azul de coomassie: 
composición del SGE-2 de partida, del sobrenadante de la inmunoprecipitación (SB) y del 
sedimento de la misma (SD), en el que aparece una banda de 15 kDa (flecha). Los dos últimos 
canales son el propio CD40L y el monoclonal anti-CD40L. B. SDS-PAGE (TRIS-tricina, 16,5%) 
teñido con plata y azul de coomassie: composición del sedimento (SD) y del CD40L. La banda de 
15,5 kDa se señala con un círculo blanco. 
 
 
10.3. Identificación de la banda de 15,5 kDa. 
 
La presencia de la banda de 15,5 kDa en el sedimento de la captura parecía 
reforzar los débiles resultados del ELISA y del western blot y confirmar la presencia de 
ligandos de CD40L en el SGE-2 de O. moubata. Para asegurar el resultado, se procedió 
a la identificación de la banda, lo cual se realizó por espectrometría de masas MALDI-
TOF (datos no mostrados) y, en contra de lo esperado, resultó ser un producto de 
degradación del propio CD40L humano usado en la captura y no una molécula 
parasitaria. 
 
En consecuencia, y pese a las expectativas sugeridas por el ELISA y el western 
blot, no podemos afirmar que en el SGE-2 de O. moubata existan moléculas 
ligadoras/antagonistas de la molécula CD40L. 
 
Resultados 
 
  
 
11. Vacunación de cerdos con el SGE-2 modificado con inmunomoduladores 
(CD40L, anticuerpo policlonal anti-IL10). 
 
Este ensayo se llevó a cabo antes de conocer la identidad de la banda de 15,5 kDa 
descrita en el apartado anterior y, por tanto, basándonos en la hipótesis de que el SGE-2 
contenía antagonistas de CD40L que podrían inhibir el desarrollo de una respuesta T-
dependiente frente a los componentes antihemostáticos de la saliva del argásido. Por 
este motivo se vacunaron cerdos con el sobrenadante de la inmunoprecipitación anterior 
(es decir, con un SGE-2 supuestamente desprovisto del antagonista de CD40L) y 
también con un SGE-2 al que se añadió previamente CD40L recombinante para 
neutralizar al hipotético antagonista. 
 
Basándonos en una hipótesis similar, en este ensayo se incluyó un grupo adicional 
de cerdos a los que se vacunó con un SGE-2 incubado con un anticuerpo anti-
interleucina-10, para neutralizar, en caso de que estuvieran presentes en el SGE-2, a 
unos hipotéticos análogos de la IL-10, que, como la propia citocina podrían ejercer 
acciones inmunosupresoras. 
 
11.1. RESPUESTA HUMORAL. 
 
La figura 28 muestra que todos los extractos administrados a los cerdos en esta 
prueba indujeron una respuesta similar a la habitual frente al SGE-2: todos ellos 
provocaron la síntesis de niveles medio-altos (DO entre 1,5 y 2,0) de IgG, IgG1 e IgG2 
al tiempo que ninguno de ellos indujo la síntesis de IgM. En consecuencia, cabe afirmar 
que las modificaciones practicadas al SGE-2 no cambiaron el perfil de la respuesta 
humoral. 
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Figura 28. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG, IgG1, IgG2 e IgM en los cerdos 
control (tratados sólo con los adyuvantes de Freund) y en los cerdos vacunados con 500 µg 
de SGE-2, con 500 µg de SGE-2 sin el antagonista de CD40L (SGE-2 - CD40L), con 500 
µg de SGE-2 incubados con CD40L (10 µg en la 1ª infestación, 5 µg en la 2ª y 3ª) y con 
200 µg de SGE-2 incubados con 10 µg del policlonal anti-IL10. 
 
Resultados 
 
  
 
11.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
Todos los cerdos, con independencia del extracto con el que se vacunaron (SGE-2 
o SGE-2 modificado), reconocieron sobre el SGE-2 unos mismos antígenos. Estos 
antígenos fueron los habitualmente reconocidos sobre el SGE-2 por los cerdos 
vacunados con SGE-2 sin modificar, ya descritos en los experimentos precedentes. Por 
tanto, también se puede afirmar que las modificaciones practicadas al SGE-2 no 
tuvieron ninguna influencia en el perfil de reconocimiento antigénico.  
 
 
 
 
Figura 29. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el SGE-2 por los cerdos 
vacunados con SGE-2, SGE-2 sin el antagonista de CD40L (SGE-2 - CD40L), con 
SGE-2 incubado con CD40L (SGE-2 + CD40L) y con SGE-2 incubado con el 
anticuerpo policlonal anti-IL-10 (SGE-2 + anti-IL10). 
 
 
11.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA. 
 
Como era previsible, dado que las modificaciones efectuadas al SGE-2 no 
cambiaron el tipo de respuesta ni los antígenos reconocidos, la acción de dicha respuesta 
sobre los parásitos fue prácticamente idéntica en todos los grupos (Tablas XXXI-
XXXIV) y, a su vez, similar a la conseguida en los cerdos vacunados con SGE-2 en los 
experimentos precedentes. 
 
En síntesis, la respuesta inhibió la alimentación de los machos, hembras y ninfas-4 
en todos los grupos e infestaciones (y en algunos hasta más del 70%), aunque el grado 
de inhibición no fue siempre significativo debido a las grandes variaciones individuales 
que se registraron en algunos grupos control, como por ejemplo, el de las hembras en la 
1ª infestación. 
 
Resultados 
 
  
La inhibición de la ingesta se tradujo en una caída de más del 50% en la 
fecundidad de la hembras en prácticamente todos los grupos e infestaciones, así como 
en ligeros descensos en el porcentaje de muda de las ninfas-4. 
 
Por su parte, las ninfas-3 sólo experimentaron una ligera inhibición de su 
alimentación, que apenas se reflejó en sus porcentajes de muda, y en cuanto a las ninfas-
2 y las ninfas-1, éstas no resultaron afectadas en absoluto. 
 
 
 
Tabla XXXI. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de ejemplares 
desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2, con SGE-
2 desprovisto de CD40L, con SGE-2 + CD40L y con SGE-2 + anti-IL10, en las tres infestaciones 
(media ± DE). 
 
    1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 
Antígeno Fase evolutiva Minutos 
% 
desprendidos Minutos 
% 
desprendidos Minutos 
% 
desprendidos
Machos 24,9±3,6 63,3±15,6 26,9±4,3 69,2±12,3 27,5±19,1 61±35,7 
Hembras 41,7±6,5 35,6±20,9 41±10,5 42±29,8 24,5±29 15,6±13,9 
Ninfas-4 31±7,8 68,7±19 28,1±4,1 80,5±15,6 37±2,8 66±36,8 
Ninfas-3 27,9±3,6 70±9,8 27,3±3 86,4±8,6 37,5±14,1 70±35 
Ninfas-2 38,6±24,4 63±30,7 28,6±7,6 87,3±10 28,7±12,4 72,7±21,6 
Control 
Ninfas-1 21,5±1,1 77±13,6 23,7±4,4 81,1±11,5 35±19,1 82,3±19,6 
Machos 28,4±6,4 49,3±27,9 28,4±9,7 50,4±31,6 27,3±17,9 49,3±41,5 
Hembras 41,1±18,3 11,9±8,6 37,7±19,7 16,1±15,8 33,1±38 22±31,1 
Ninfas-4 33,7±12,4 32±30,5 34,3±3,7 36,9±24,4 45±3,9 20±18 
Ninfas-3 24,1±5,9 72,7±13,6 30±1,4 56,5±8,8 40,8±12,9 43±32,5 
Ninfas-2 37,2±24 70,7±29,5 25,6±6,5 75,6±8,6 31,5±3,5 54±5,6 
SGE-2 
Ninfas-1 22,3±2,2 66,7±35,1 25,7±6,7 66,1±12,9 28,1±1,2 62,3±10,8 
Machos 25±6,9 77,8±5.6 7,9±3 70,6±23 26±9 41±35 
Hembras 55±10,7 33,3±6,5 32,5±6,6 26,7±9,6 53±17 33±21,1 
Ninfas-4 31±5,8 70±23 40,3±11,1 72±8,5 33±8 56±15 
Ninfas-3 23±12 86±16,7 29,1±10,4  78,1±16,6 31±11,2 44±35 
Ninfas-2 20±5 88±12 32±7 86±31,5 36±5,7 45±6,5 
SGE-2 
sin 
CD40L 
Ninfas-1 18±6,6 80±9  27±9,1 87,3 ±25,6 32±6,6 67±18 
Machos 30±9 100± 30,6±8 72±19,9 21,7±5,5 92±19 
Hembras 47±20 14,9±8,9 40,6±9,2 13,3±7,3 59±4,3 46,7±6,8 
Ninfas-4 40±18 38±11,5 33±9,9 62±8,8 35±13 72±11,1 
Ninfas-3 30±12,7 70±23,8 60±13,4 64±8,7 26,6±3,4 96±13,6 
Ninfas-2 30±13 57,9±6,1 21±5 74±30,4 21,9±7,7 94±8,4 
SGE-2 
+ 
CD40L 
Ninfas-1 20±9 41±13 15±12 85±4,5 26±11,6 82±10,7 
Machos 22±9,9 54±2,8 28,5±5 72±5,6 25±4,2 80±5,6 
Hembras 48±19 16,7±4,5 53±10 10±14,1 57±4,2 3,3±4,7 
Ninfas-4 29,5±6,4 89±4,2 35±5,6 65±24 25,5±5 94±0 
Ninfas-3 33,5±8,7 71±4,2 38±1,4 70±2,8 24,5±6,4 87±1,4 
Ninfas-2 28,5±2,1 90±2,8 22,5±3,5 63±4,2* 25±7,1 98±2,8 
SGE-2  
+ 
anti-IL10 
Ninfas-1 30,5±5 67,5±3,5 32,5±2,1 72,5±3,5 22,5±3,5 88,5±5 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
Resultados 
 
  
 
 
 
Tabla XXXII. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares de O. moubata 
alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2, con SGE-2 desprovisto 
de CD40L, con SGE-2 + CD40L y con SGE-2 + anti-IL10, en las tres infestaciones 
(media ± DE). 
 
Antígeno 
Fase 
evolutiva 
1ª 
INFESTACIÓN
2ª 
INFESTACIÓN
3ª 
INFESTACIÓN 
Machos 42,3±7,6 40,1±7,8 26,4±9,6 
Hembras 241,6±93 213,8±27,1 181,9±28,7 
Ninfas-4 66,5±29,7 68,1±13,9 47,2±8,6 
Ninfas-3 17,9±3,1 24,8±5,6 22,1±1,1 
Ninfas-2 5,1±1 5,2±0,5 5,6±0,4 
Control 
Ninfas-1 1,5±0,3 1,5±0,1 1,8±0,3 
Machos 29,2±5,7* 19,6±5,7* 13,2±5,1 
Hembras 99,6±18,5* 73,6±27,9* 80,4±18,4* 
Ninfas-4 39,3±12 34,1±22,2  34,1±22,2 
Ninfas-3 16,3±1,9 18,4±6,7 22,2±4,2 
Ninfas-2 4,7±0,7 5,1±0,1 5±0,3 
SGE-2 
Ninfas-1 1,5±0,1 1,5±0,2 2±0,5 
Machos 37,5±5,6 31,2±13 27,5±17,8 
Hembras 156,8±31 166,6±12,1* 112,6±35,6* 
Ninfas-4 48,2±10 38,5±9,8 11,4±10* 
Ninfas-3 14,4±3,4 11,4±6,7* 13,6±8,8* 
Ninfas-2 4,8±0,5 4,8±1,3 5,8±0,7 
SGE-2 
sin 
CD40L 
Ninfas-1 1,1±0,5 1,2±0,3 1,4±0,2 
Machos 26,1±3,4 17,5±12,7* 25±17* 
Hembras 155,4±36,1 118,4±21* 138,4±21* 
Ninfas-4 40,9±12,3 30,9±14* 32,9±17 
Ninfas-3 16,8±12,7 17,9±11,9 17,9±11,9 
Ninfas-2 6,2±1 4,4±0,9 5,4±0,8 
SGE-2 
+ 
CD40L 
Ninfas-1 1,6±0,2 1,4 ±0,5 1,4 ±0,4 
Machos 38,1±1,1 38,1±14,6 32,2±5,9 
Hembras 130,3±50 161,9±21,3* 161,5±5,7* 
Ninfas-4 43,5±2,5 53,6±10,4 30,7±4,1* 
Ninfas-3 13,4±3 19,4±2,1 19±0,6 
Ninfas-2 4±1,5 4,3±0,7 5,1±0,4 
SGE-2  
+ 
anti-IL10 
Ninfas-1 1,2±0,3 1,3±0,2 1,6±0 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
Resultados 
 
  
 
 
Tabla XXXIII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos depositados 
por las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con SGE-2, con SGE-2 desprovisto de 
CD40L, con SGE-2 + CD40L y con SGE-2 + anti-IL10, en las tres infestaciones (media ± DE). 
 
 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 
Antígeno No. Huevos 
% 
Viabilidad 
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad 
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad 
Control 191,6±62,3 82,7±14,6 213,8±55,5 91±7,8 203,3±35,1 94,4±3,9 
SGE-2 92,8±34,5* 85,4±7,9 86,4±25,5* 67,1±24,1 66,6±45,3* 82±7,2 
SGE-2 sin 
CD40L 106,6±9,9* 93,4±5,4 86,8±12,5* 87,9±7,1 85,2±34* 87,1±9 
SGE-2 + 
CD40L 143±33,3 97±5,7 85,9±11,9* 89,7±6,1  108,9±23,8* 79,9±12 
SGE-2 +  
anti-IL10 111,4±12* 89,1±3,3 164,7±68,4 98,8±0,9 88,5±9,5* 76,5±14,4 
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
 
Tabla XXXIV. Muda (%) de las ninfas 1-4 alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con 
SGE-2, con SGE-2 desprovisto de CD40L, con SGE-2 + CD40L y con SGE-2 + anti-IL10, en las 
tres infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 3ª INFESTACIÓN 
% muda % muda % muda 
Antígeno 
N1 N2 N3 N4 N1 N2 N3 N4 N1 N2 N3 N4 
Control 97±4 97±4 96±2,9 89±10 94±7 95±6 93±3 93±4 100±0 98±3,2 95±4 97±5 
SGE-2 88±6 94±2,5 97±4,7 84±22 97±1 95±5,6 94±8,5 79±5* 79±15 94±8,5 95±5,6 95±1 
SGE-2 sin 
CD40L 100±0 96±3 82±5* 78±5,5 94±3 96±5 87,1±3* 89±7 100±0 94±7 80±7* 85±3*
SGE-2 + 
CD40L 97±4 94,1±4 100±0 53±12* 95±2 95,8±4 91±3,9 93±5  93±8 91±5 88±2* 82±7*
SGE-2 +  
anti-IL10 96±3 96±6,7 89±6 79±10 93±9 92±2 95±8 85±2* 98±1 99±1,4 96±1,5 80±9*
* p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
 
Resultados 
 
  
 
 
II. VACUNACIÓN CON EXTRACTOS DE GLÁNDULAS COXALES 
 
 
12. Inmunización de cerdos con extractos completos de glándulas coxales. 
 
12.1. RESPUESTA HUMORAL. 
 
La vacunación con 80 pares de glándulas coxales indujo en los cerdos una débil 
respuesta humoral, mediada por bajos niveles de IgG, IgG1 e IgG2 (DO 0,6) y por un 
nivel aun más bajo, aunque detectable, de IgM (DO 0,25) (Figura 30). 
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Figura 30. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG, IgG1, IgG2 e IgM en 
los cerdos control (tratados sólo con los adyuvantes de Freund) y en los 
cerdos vacunados con glándulas coxales. 
 
 
12.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
Como muestra la figura 31A, el extracto completo de glándulas coxales de O. 
moubata posee numerosos componentes, con unos pesos moleculares que van desde los 
14 hasta los 200 kDa. De todos ellos, los más notorios son 4-5, de unos 160, 100, 70 y 
45 kDa, pero sobre todo uno, mucho más abundante que todos los anteriores, de unos 14 
kDa. 
 
Los cerdos vacunados con este extracto reconocieron, sin embargo, sólo unos 
pocos antígenos (Figura 31B): dos bandas de 90 y 100 kDa, que fueron reveladas 
débilmente por un animal y más débilmente aun por el otro, y una banda de 45 kDa, que 
fue intensamente reconocida por ambos animales. 
 
Resultados 
 
  
 
 
 
Figura 31. A. SDS-PAGE teñido con plata y azul de coomassie: composición 
del SGE-2 y del extracto de glándulas coxales. B. Western Blot: antígenos 
reconocidos sobre el extracto de glándulas coxales por los cerdos control y por 
los vacunados con glándulas coxales. 
 
 
12.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA. 
 
La respuesta inducida por el extracto completo de glándulas coxales resultó 
completamente inocua para los parásitos (Tablas XXXV-XXXVIII). En general se 
alimentaron más rápido sobre los cerdos vacunados que sobre los controles y en ambos 
grupos tomaron similar cantidad de sangre, de manera que ni la fecundidad de las 
hembras ni la muda de los inmaduros se vio afectada en absoluto. Consecuentemente se 
puede afirmar que la vacunación con el extracto de glándulas coxales no proporcionó 
ninguna protección frente a O. moubata. 
 
 
Tabla XXXV. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados 
con las glándulas coxales en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Fase evolutiva Minutos 
% 
desprendidos Minutos
% 
desprendidos 
Machos 29,5±0,7 51,6±35,2 25±3,1 75,2±3,9 
Hembras 48±16,9 12,5±17,7 55±5,8 16,7±5,6 
Ninfas-4 33±9,9 60±28,3 30±9,2 60,8±8,9 
Ninfas-3 28,5±9,2 70±14,1 27,6±6,8 73,4 ±12,1 
Ninfas-2 23,5±14,1 75±21,2 20,5±6 100±0 
Control 
Ninfas-1 21,5±2,1 78±12,2 18,3±4,5 81,1±3,3 
Machos 25±2,2 85±12 21,5±5,5 80,6±9,2 
Hembras 38,9±8,5 16,7±9,9 35±12,8* 20,3±4,3 
Ninfas-4 25,8±4,9 100±0* 25,7±9,4 100±0* 
Ninfas-3 17,1±4 100±0* 21,1±2,6  97,1±5,6* 
Ninfas-2 15,9±6,7 100±0* 21±6,9 100±0 
Gl. coxales 
Ninfas-1 15,1±1,9* 100±0* 16,6±6,9  100±0* 
* p< 0,05 respecto del control. 
Resultados 
 
  
 
 
Tabla XXXVI. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares de O. 
moubata alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con glándulas 
coxales, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Machos 46±24,5 45,8±14,1 
Hembras 182,4±18,3 170,4±16,6 
Ninfas-4 52,5±7,3 73,8±23,4 
Ninfas-3 16,8±2,2 17,7±5,6 
Ninfas-2 6,1±0,2 5,1±1,1 
Control 
Ninfas-1 1,7±0,1 1,5±0,3 
Machos 36,2±12,1 39,7±6,7 
Hembras 186,3±17,8 166,1±18,5 
Ninfas-4 57,1±6,4 49,1±22,3 
Ninfas-3 16,7±4,5 23,1±6,2 
Ninfas-2 5,5±1,1 6,0±0,5 
Gl. coxales 
Ninfas-1 1,5±0,1 1,6 ±0,3 
 
 
 
 
Tabla XXXVII. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los 
huevos depositados por las alimentadas sobre los cerdos control o vacunados 
con las glándulas coxales en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno No. Huevos 
% 
Viabilidad 
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad 
Control 166,4±21,1 60,6±19,9 136,7±34,6 79,6±12,9 
Gl. coxales 148,2±19,5 75,1±12,2 137,7±21,7 90,8±8,1 
 
 
 
 
Tabla XXXVIII. Muda (%) de las ninfas 1-4 alimentadas sobre los cerdos control o vacunados 
con glándulas coxales en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
% muda % muda 
Antígeno 
N1 N2 N3 N4 N1 N2 N3 N4 
Control 94,9±3,7 93,3±1,1 97,3±3,7 91,5±12 97,9±3,9 91,1±5,5 95,1±2,2 84,8±8,9
Gl. coxales 95,3±3,5 92,8±4,3 93,7±4,4 90,9±2,1 97,6±2,2 94,7±6,2 95,2±2,4 100±0 
 
 
Resultados 
 
  
 
 
III. VACUNACION CON EXTRACTOS DE TUBO DIGESTIVO 
 
13. Vacunación de ratones con extracto de tubo digestivo obtenido a partir de 
ejemplares en ayunas (TD-ayunas). 
  
13.1. RESPUESTA HUMORAL. 
 
El TD ayunas indujo en los ratones una respuesta débil aunque detectable (Figura 
32). Sólo se determinó el nivel de IgG, el cual, a los 7 días de la tercera dosis de 
antígeno, superó en unas dos veces (DO 0,42) al nivel en el grupo control (DO 0,2). 
 
 
0
0,5
1
1,5
2
Control TD ayunas
Antígeno
DO IgG
 
 
Figura 32. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG en los ratones control 
(tratados sólo con los adyuvantes de Freund) y en los ratones vacunados con 
TD-ayunas. 
 
 
13.2. ACCIÓN DE LA RESPUESTA. 
 
La acción de la respuesta frente al TD-ayunas se evaluó en dos infestaciones 
utilizando 50 ninfas-2 por ratón e infestación. Dicha respuesta resultó completamente 
inocua para los parásitos, puesto que éstos se alimentaron, sobrevivieron y mudaron con 
absoluta normalidad (Tablas XXXIX-XL). 
 
 
Tabla XXXIX. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar, porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora y porcentaje de muda de las ninfas-2 en las 
dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Minutos % desprendidos % muda Minutos 
% 
desprendidos % muda 
Control 35,8±6,8 52,9±8,9 92±9,1 51±5,5 44,9±20,2 83,8±15,3 
TD-ayunas 31,7±3,6 69,4±18 83,6±13 50,5±7,8 49,6±9,8 81,8±16,5 
 
Resultados 
 
  
 
Tabla XL. Cantidad de sangre ingerida (mg) por las ninfas-2  de O. moubata 
alimentadas, sobre los ratones control o vacunados con TD ayunas, en las dos 
infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Control Ninfas-2 3,2±0,7 2,7±0,5 
TD-ayunas Ninfas-2 2,2±0,3 3,1±0,3 
 
 
 
14. Vacunación de conejos con extracto de tubo digestivo obtenido a partir de 
ejemplares a las 6 horas post-alimentación (TD6h). 
 
14.1. RESPUESTA HUMORAL. 
 
La administración del TD6h obtenido tanto en presencia como en ausencia de 
inhibidores de proteasas indujo en los conejos respuestas de similar intensidad, que, 
además, cabe calificar de media-alta, puesto que la DO para las IgG (único isotipo 
determinado) osciló en torno a 1,5 (Figura 33). 
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Figura 33. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG en los conejos control 
(tratados sólo con los adyuvantes de Freund) y en los conejos vacunados con 
TD6h obtenido con y sin inhibidores de proteasas.   
 
 
14.2. ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
Los extractos de TD6h obtenidos con o sin inhibidores de proteasas mostraron en 
SDS-PAGE idéntica composición entre sí y, a la vez, idéntica a la del TD-ayunas 
utilizado en el experimento anterior (Figura 34A). Los tres extractos contenían un 
amplio conjunto de numerosas bandas, cuyos pesos moleculares variaron entre los 230 y 
los 12-10 kDa. Las bandas más conspicuas, sin embargo, sólo fueron unas pocas: de 
180, 170, 130, 110, 50, 45 y 14 kDa. 
 
Como era esperable al no variar la composición del TD6h en presencia o en 
ausencia de inhibidores de proteasas, los conejos vacunados con uno u otro extracto 
Resultados 
 
  
reconocieron a unos mismos antígenos (Figura 34B); dichos antígenos fueron las bandas 
de 180, 170, 110 y 14 kDa, que se aprecian bien en SDS-PAGE, y además otras dos 
bandas de unos 60 y 32 kDa, que aunque apenas se perciben en SDS-PAGE, son 
intensamente reconocidas por los animales vacunados. 
 
 
 
 
Figura 34. A. SDS-PAGE teñido con plata y azul de coomassie: composición del TD-
ayunas y del TD6h obtenido en ausencia y en presencia de inhibidores de proteasas (TD6h-
inh. y 6h+inh.). B. Western Blot: 1 y 2, antígenos reconocidos sobre TD6h sin inhibidores 
por los conejos vacunados con el extracto homólogo; 3 y 4, antígenos reconocidos sobre 
TD6h con inhibidores por los conejos vacunados con el extracto homólogo. 
 
 
14.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA. 
 
La respuesta inducida en los conejos por el TD6h obtenido con/sin inhibidores de 
proteasas resultó prácticamente inocua para los parásitos (Tablas XLI-XLIII).  
 
Solo se observó un ligero retraso en la alimentación de los machos y, 
curiosamente, una caída en torno al 35% en la fecundidad de las hembras, a pesar de 
que éstas, como el resto de las fases evolutivas, se habían alimentado con absoluta 
normalidad. 
 
Las tasas de supervivencia de todos los ejemplares y las tasas de muda de las 
ninfas-2 fueron también las normales en todos los grupos. 
 
Resultados 
 
  
 
Tabla XLI. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora, sobre los conejos control o 
vacunados con TD6h con y sin inhibidores, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Fase evolutiva Minutos 
% 
desprendidos Minutos 
% 
desprendidos 
Machos 25,5±0,7 96,4±5,1 25,5±0,7 96,3±5,2 
Hembras 45±0 70±42,4 45±0 70±42,4 Control 
Ninfas-2 20±0 100±0 20±0 100±0 
Machos 29,5±7,8 53,3±18,9 36,5±2,1* 66,9±18,5 
Hembras 41±1,4 40±28,3 54±5,6 20±14,1 TD6h sin  inhibidores 
Ninfas-2 12±17 86±14,1 24,5±0,7 100±0 
Machos 24,5±7,8 60±18,8 20±7,1 45,8±29,5* 
Hembras 49±8,5 45±35,3 40,5±6,4 32,2±17,2 TD6h con  inhibidores 
Ninfas-2 23±4,2 89±15,5± 26±1,4 96±5,6 
*p< 0,05 respecto del control. 
 
 
 
Tabla XLII. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares de O. 
moubata alimentados,  sobre los conejos control o vacunados con  TD6h con 
y sin inhibidores, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Machos 38,4±6,9 48,7±10,4 
Hembras 269,4±23,9 302,4±74,1 Control 
Ninfas-2 11,31±2,4 7,4±4,2 
Machos 36,4±0,7 50,9±12,6 
Hembras 210,8±28 289,1±30,2 TD 6h sin   inhibidores 
Ninfas-2 10,1±1,8 7,5±0,6 
Machos 36,2±2,5 44,7±24,6 
Hembras 290,5±67,8 330,9±60,2 TD 6 h con   inhibidores 
Ninfas-2 7,3±2,8 7,5±0,9 
 
 
 
Tabla XLIII. Fecundidad de las hembras: número de huevos viables (= número de 
ninfas-1, N1) depositados por las alimentadas sobre los conejos control o vacunados 
con el TD6h con y sin inhibidores, en las dos infestaciones (media ± DE). Porcentaje 
de muda de las ninfas-2. 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno No. Huevos (N1) 
% muda 
Ninfas-2 
No. 
Huevos (N1) 
% muda 
Ninfas-2 
Control 203,4±19,9 92,2±3,1 212,9±6,5 92,3±3 
TD 6h sin  
inhibidores 135,8±15,3* 89,4±3,1 165,5±14,5* 94±8,5 
TD 6 h con  
inhibidores 125,5±25* 90,9±1,5 130,2±48,4* 96,2±5,3 
*p< 0,05 respecto del control 
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15. Vacunación de cerdos con TD obtenido a partir de ejemplares a las 24 y 72 
horas post-alimentación (TD24h y TD72h). Vacunación simultánea de cerdos con 
SGE-2 + TD72h. 
 
15.1. RESPUESTA HUMORAL. 
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Figura 35. Niveles séricos (DO media ± DE) de IgG, IgG1, IgG2 e IgM (frente al TD24h,  
al TD72h y al SGE-2) en los cerdos control y en los cerdos vacunados con TD24h, con 
TD72h, con TD72h + SGE-2 y con SGE-2. 
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Como muestra la figura 35, el TD24h y el TD72h indujeron en los cerdos 
respuestas humorales idénticas entre si. Los animales vacunados con estos extractos  
mostraron niveles medio-altos (DO en torno a 1,5) de IgG, IgG1 e IgG2 frente a los 
antígenos del tubo digestivo y niveles indetectables de IgM frente a esos mismos 
antígenos. Por otra parte, ninguno de estos cerdos vacunados con TD24h y con TD72h 
reconoció en ELISA a los antígenos del SGE-2. 
 
Por su parte, los cerdos vacunados solamente con SGE-2 desarrollaron la 
respuesta habitual frente a este extracto, consistente en niveles medio-altos de IgG, 
IgG1 e IgG2 (DO en torno a 2,0) y en niveles bajos de IgM (DO 0,6). Curiosamente, las 
IgG, IgG1 e IgG2 inducidas por el SGE-2 reaccionaron fuertemente con el TD24h y con 
el TD72h (DO > 1,5), señalando la existencia de epítopos compartidos entre la saliva y 
el tubo digestivo, en aparente contradicción con lo señalado en el párrafo precedente. 
 
Por último, los cerdos vacunados con TD72h+SGE-2 desarrollaron niveles medios 
(DO entre 1,0 y 1,5) de IgG, IgG1 e IgG2, tanto frente al TD24h y al TD72h como 
frente al SGE-2. También desarrollaron anticuerpos de la clase IgM, pero sólo frente al 
SGE-2 (DO 1,3). 
 
15.3. ANTÍGENOS RECONOCIDOS. 
 
El TD24h y el TD72h mostraron en SDS-PAGE idéntica composición entre si y, a 
su vez, prácticamente idéntica a la del TD6h y el TD-ayunas (Figura 36A). Por este 
motivo no se utilizó el TD72h como antígeno para los western blots de esta prueba, de 
modo que dichos ensayos se llevaron a cabo sólo sobre el TD24h y sobre el SGE-2. Los 
resultados de esos western blots fueron los siguientes. 
 
Como se observa en la figura 36C, sobre el SGE-2, sólo los cerdos vacunados con 
el extracto homólogo (con SGE-2 y con SGE-2+TD72h) revelaron algunas bandas. 
Estas bandas fueron las habitualmente reveladas sobre el SGE-2 por los sueros de 
animales vacunados con dicho extracto, en concreto la banda de 44 kDa (muy tenue), 
las de 28-16 kDa (intensas) y las de 14-12 (débiles). El TD72h administrado junto con 
el SGE-2 no indujo el reconocimiento sobre el SGE-2 de ninguna banda adicional. 
 
Los cerdos vacunados con TD24h y con TD72h no revelaron ninguna banda sobre 
el SGE-2, lo que concuerda con el resultado del ELISA precedente (Figura 36C). 
 
Sobre el TD24h (Figura 36B) los cerdos vacunados con TD24h, con TD72h y con 
TD72h+SGE-2 reconocieron, todos ellos, unos mismos antígenos y estos antígenos 
fueron, a su vez, los mismos que reconocieron los conejos del experimento anterior: 
unas seis-ocho bandas de 180, 170, 110, 70, 60, 45, 32 y 14 kDa. La diferencia es que 
los cerdos las revelaron muy débilmente dificultando la observación de algunas de ellas.  
 
Por su parte, ninguno de los dos cerdos vacunados sólo con SGE-2 reconocieron 
sobre el TD24h antígeno alguno (Figura 36B), en contradicción con el resultado del 
ELISA precedente. 
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Figura 36. A. SDS-PAGE teñido con plata y azul de coomassie: composición del TD6h, TD24h y 
TD72h. B. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el TD24h por los cerdos vacunados con 
TD24h, TD72h, TD72h+SGE-2 y con SGE-2. C. Western Blot: antígenos reconocidos sobre el 
SGE-2 por los cerdos vacunados con TD24h, TD72h, TD72h+SGE-2 y con SGE-2. 
 
 
15.3. ACCIÓN DE LA RESPUESTA. 
 
La acción de la respuesta se evaluó en dos infestaciones. En cada animal y en cada 
infestación se alimentaron ejemplares de todas las fases evolutivas del parásito, pero de 
cada fase evolutiva se utilizaron ejemplares en dos estados fisiológicos distintos 
(ayunados 2 meses y ayunados 6 meses) para comprobar si, tal como observó Manzano 
Román (2002) en el caso de las vacunas frente a O. erraticus, el estado fisiológico de 
los ejemplares influía en la acción protectora. 
 
15.3.1. Acción de la respuesta sobre los ejemplares ayunados 2 meses. 
 
Como se observa en las tablas XLIV a XLVIII, todos los extractos, tanto los de 
tubo digestivo como el SGE-2, indujeron respuestas protectoras, cuyo efecto fue en 
todas el mismo: la inhibición de la alimentación de los ejemplares de mayor tamaño 
(Tabla XLV), lo cual se tradujo en una caída en la fecundidad de las hembras (Tabla 
XLVI), y en un cierto grado de inhibición de la muda de las ninfas-4 (Tabla XLVII). 
 
Ninguno de los extractos indujo respuestas que afectaran significativamente al 
tiempo de alimentación de los ejemplares (Tabla XLIV). 
 
Ningún extracto, ni siquiera el TD24h y el TD72h, indujo una respuesta que 
provocara la muerte prematura de las ninfas (a diferencia de lo observado por Manzano 
Román, 2002), puesto que todas las fases ninfales de todos los grupos sobrevivieron a 
las primeras 48-72 horas postalimentación en igual medida que las ninfas del grupo 
control (Tabla XLVIII). Las escasas ninfas muertas durante esas primeras 72 horas en 
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los diferentes grupos de animales vacunados presentaban un aspecto idéntico al de las 
ninfas muertas en el grupo control durante ese mismo periodo, por lo que su muerte no 
cabe atribuirla a la acción de la vacuna. 
 
 
 
 
Tabla XLIV. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con 
TD72h, TD24h, TD72h+SGE-2 y SGE-2, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Fase evolutiva Minutos 
% 
desprendidos Minutos 
% 
desprendidos 
Machos 22,5±3,5 65±7,1 27,5±3,5 56,6±4,7 
Hembras 33±5,7 56,7±42,4 35,5±6,4 50±23,6 
Ninfas-4 23,5±1,8 48±0 24,5±0,7 77±4,2 
Ninfas-3 26,5±2,1 58±0 27±2,8 88,3±7,1 
Ninfas-2 29,5±12 100±0 23,5±5 81±26,9 
Control 
Ninfas-1 22±4,2 95±5,6 22,5±3,5 74±5,6 
Machos 33,9±5 60±8 35,7±4,1 70,9±9,1 
Hembras 36±4 33,3±23 33±4,6 53,3±6.7 
Ninfas-4 25±2,3 56±9 36±3,3 56±5,4 
Ninfas-3 22±1,9 100±0 30,2±1,7 90±3 
Ninfas-2 22±5,4 100±0 25±3,2 88±5 
TD24h 
Ninfas-1 21±3,2 88±9 21±1,1 84±7 
Machos 40±1,4* 70±42,4 37,5±6,4 55±63,6 
Hembras 31±5,7 53,3±47,2 20±28,3 23,3±33 
Ninfas-4 36,5±2,1 89±15,5 30±0 51±15,5 
Ninfas-3 33±2,8 95±7,1* 25±7,1 80±28,3 
Ninfas-2 27±11,3 100±0 21±4,2 76,3±13,6 
TD72h 
Ninfas-1 23±9,9 100±0 20±7,1 69±4,2 
Machos 27±2,8 57,5±3,5 35±14,1 36,6±4,7 
Hembras 36±12,7 16,7±14,1 27,5±38,9 6,6±9,4 
Ninfas-4 32,5±10,6 50±50,9 37,5±3,5 83±12,8 
Ninfas-3 22,5±3,5 95±7,1* 35±0 65±2,4 
Ninfas-2 23,5±4,9 100±0 25±7,1 87±18,4 
TD72h + 
SGE-2 
Ninfas-1 19,5±0,7 100±0 25±0 58±2,8 
Machos 28,4±9,7 50,4±31,6 27,3±17,9 49,3±41,5 
Hembras 37,7±19,7 16,1±15,8 33,1±38 22±31,1 
Ninfas-4 34,3±3,7 36,9±24,4 45±3,9 20±18 
Ninfas-3 30±1,4 56,5±8,8 40,8±12,9 43±32,5 
Ninfas-2 25,6±6,5 75,6±8,6 31,5±3,5 54±5,6 
SGE-2 
Ninfas-1 25,7±6,7 66,1±12,9 28,1±1,2 62,3±10,8 
*p< 0,05 respecto del control 
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Tabla XLV. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares de O. 
moubata alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con TD72h, 
TD24h, TD72h+SGE-2 y SGE-2 en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Machos 43,7±9,5 36,2±1,1 
Hembras 309,7±41,2 224,3±47,1 
Ninfas-4 47,5±5,5 47,5±10 
Ninfas-3 18,8±0,1 18,5±3,9 
Ninfas-2 5,4±1,2 5,3±0,2 
Control 
Ninfas-1 1,4±0 1,2±0,3 
Machos 37,1±5 32,9±2.9 
Hembras 144,3±23* 117±18* 
Ninfas-4 69,1±12 44,4±4,5 
Ninfas-3 14,7±6 14±6 
Ninfas-2 3,6±2,3 4±1,2 
TD24h 
Ninfas-1 1,3±0,3 1,1±0,3 
Machos 47,3±16 47±3* 
Hembras 164,7±75,3* 181,6±36 
Ninfas-4 34,2±2,3 46,1±7,8 
Ninfas-3 15,8±1,1 18,6±0,2 
Ninfas-2 4,8±0,3 4,4±0,8 
TD72h  
Ninfas-1 1,3±0 1,1±0,2 
Machos 23,5±12,5 24,2±2,5* 
Hembras 117±37,8* 85,7±12,2* 
Ninfas-4 49,7±11,9 36,4±2,9 
Ninfas-3 13,2±0,1* 17,1±1 
Ninfas-2 3,6±1,4 4,3±0,4 
SGE-2/ 
TD72h 
Ninfas-1 1,1±0,3 1,2±0 
Machos 29,2±5,7 19,6±5,7* 
Hembras 99,6±18,5* 73,6±27,9* 
Ninfas-4 39,3±12 34,1±22,2 
Ninfas-3 16,3±1,9 18,4±6,7 
Ninfas-2 4,7±0,7 5,1±0,1 
SGE-2 
Ninfas-1 1,5±0,1 1,5±0,2 
*p< 0,05 respecto del control 
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Tabla XLVI. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los 
huevos depositados por las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados 
con TD72h, TD24h, TD72h+SGE-2 y SGE-2 en las dos infestaciones (media 
± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno No. Huevos 
% 
Viabilidad 
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad 
Control 228,7±15,1 99,2±0,1 230,5±20,8 95,9±1,4 
TD24h 80,4±24,7* 87,5±4,6 107,2±11,7* 94,9±1,8 
TD72h  123,2±22,3* 90,2±10,6 110,2±5,4* 90±10,2 
SGE-2/  
TD72h 75,5±0,4* 86,2±2 57,4±9,8* 78±21,8 
SGE-2 101±12,5* 95,9±3 87,9±5,1 90,2±3,3 
*p< 0,05 respecto del control 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla XLVII. Porcentaje de muda de las ninfas 1-4 en los cerdos control o vacunados con 
TD72h, TD24h, TD72h+SGE-2 y SGE-2 en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Ninfas-1 Ninfas-2 Ninfas-3 Ninfas-4 Ninfas-1 Ninfas-2 Ninfas-3 Ninfas-4 
Control 100±0 100±0 98,9±1,5 91,4±5,5 95,4±0,7 94,8±7,3 93,3±9,4 74,6±2 
TD72h 92,5±10,5 93,5±1,1 89,2±1,1 81,7±0,7* 89,7±0,4 94,8±1,2 89,9±0,5 69,3±15,6
TD24h 96±5 94,7±6,2 93,7±5,2 78,3±5,2* 81,4 95,5* 96,7 62,3±2,3*
SGE-2/ 
TD72h 94,2±0,3 86,3±9,5 93,8±8,7 74,4±5,1* 84,6±7,6* 93,2±0,3 84,7±2,5 61,1±7,5*
SGE-2 90,2±3,3 89,3±6,5 90,8±7,8 78,4±2,2* 83,6±5,1* 90,2±0,5 87,4±4,5 64,1±5,5*
*p< 0,05 respecto del control 
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Tabla XLVIII. Mortalidad (%) de las ninfas 1-4 en las primeras 72 horas p.a. tras 
tomar sangre sobre los cerdos control o vacunados con TD72h, TD24h, 
TD72h+SGE-2 y SGE-2 en las dos infestaciones (media ± DE)  
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Ninfas-4 1,1±1,6 2,5±3,5 
Ninfas-3 0 0 
Ninfas-2 6±8,5 6,4±9,1 
Control 
Ninfas-1 1,1±1,5 0 
Ninfas-4 11,5±4* 0 
Ninfas-3 0 0 
Ninfas-2 8,3±4 0 TD24h 
Ninfas-1 0 0 
Ninfas-4 0 1,1±1,5 
Ninfas-3 0 0 
Ninfas-2 14,3±4 0 TD72h 
Ninfas-1 7,3±10,3 0 
Ninfas-4 0 0 
Ninfas-3 0 0 
Ninfas-2 1,5±0,3 0 
TD72h/ 
SGE-2 
Ninfas-1 0 2,1±0,5 
Ninfas-4 1±1,4 0 
Ninfas-3 1,1±1,5 0 
Ninfas-2 5,3±7,5 1,2±1,7 
SGE-2 
Ninfas-1 3±4,2 0 
*p< 0,05 respecto del control 
 
 
 
 
15.3.2. Acción de la respuesta sobre los ejemplares ayunados 6 meses. 
 
Como se observa en las tablas XLIX a LIII, el efecto de la vacuna sobre este tipo 
de ejemplares fue el mismo que sobre los ejemplares ayunados durante dos meses. 
 
No hubo diferencias significativas en el tiempo de alimentación, ni respecto al 
control (Tabla XLIX), ni respecto a los ejemplares ayunados 2 meses.  
 
Sí se produjo, en cambio, una inhibición de la alimentación de las fases evolutivas 
de mayor tamaño en todos los grupos, que fue más acentuada en la segunda infestación 
(Tabla L). También se produjo una fuerte caída en la fecundidad de las hembras (Tabla 
LI), que fue de mayor magnitud que la que hubiera sido esperable de acuerdo con el 
descenso experimentado en la ingesta de sangre. Igualmente se registró cierto grado de 
inhibición de la muda de los inmaduros que afectó de forma más bien irregular a las 
diferentes fases ninfales (Tabla LII). 
 
Por último, la mortalidad de las ninfas en las primeras 72 horas postalimentación 
fue similar a la del control en todos los grupos salvo en el de TD72h y en el de 
TD72h+SGE-2, en los cuales que fue superior (Tabla LIII). No obstante la amplitud de 
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las variaciones le restó significación estadística y, además, el aspecto de los ejemplares 
muertos en estos grupos fue idéntico al de las muertas en el grupo control. 
 
Cabe pues afirmar que el estado fisiológico de los ejemplares utilizados no influyó 
en su sensibilidad a la acción de la vacuna.  
 
 
 
Tabla XLIX. Tiempo de alimentación (minutos) del primer ejemplar y porcentaje de 
ejemplares desprendidos alimentados en una hora, sobre los cerdos control o vacunados con 
TD72h, TD24h, TD72h+SGE-2 y SGE-2, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Fase evolutiva Minutos 
% 
desprendidos Minutos 
% 
desprendidos 
Machos 31±1,4 54,4±0 26,5±2,1 90±14,1 
Hembras 44,5±6,4 18,2±0 40,5±0,7 75±21,2 
Ninfas-4 27±2,8 70±0 26,5±9,2 87,5±3,5 
Ninfas-3 30±0 40±0 25±7,1 84,6±7,6 
Ninfas-2 32,5±3,5 100±0 28±4,2 94,4±7,9 
Control 
Ninfas-1 30±0 76±0 35,5±10,6 69±1,4 
Machos 31±9,1 54,5±7 35,1±3,4 62±20 
Hembras 42,2±4,5 45,4±10 55±5 60±15 
Ninfas-4 29±7 100±0 30±3,4 75±4,5 
Ninfas-3 26±4,3 80±8,8 30±6.7 83,3±4,5 
Ninfas-2 26±2,1 100±0 28±7,1 80±10 
TD24h 
Ninfas-1 22±5,5 94±4,5 20±7,6 92±5 
Machos 37,5±3,5 72,7±38,6 22±12,7 65±49,5 
Hembras 42,5±9,2 66,6±47,2 35±0 45±7,1 
Ninfas-4 31,5±,5 65±49,5 38,5±17,7 93±9,9 
Ninfas-3 24,5±0,7 86,6±18,9 35±7,1 86,6±18,9 
Ninfas-2 34±7,1 80±28,3 27±1,4 100±0 
TD72h 
Ninfas-1 28±4,2 100±0* 17,5±6,3 39±35,3 
Machos 36,5±2,1 56,8±9,6 42,5±3,5 30±0 
Hembras 31,5±2,1 62,6±37 40±21,2 25±21,2 
Ninfas-4 39±4,2* 52,2±11 34±1,4 65±14,1 
Ninfas-3 44±15,5 53,3±65,9 28,5±2,1 70±14,1 
Ninfas-2 28,7±2,1 90±5,1 27,5±3,5 91,6±11,8 
TD72h + 
SGE-2 
Ninfas-1 26,5±9,2 86±5,7 31±1,4 78±8,5 
Machos 17,9±3 75,6±23 27±9 41±35 
Hembras 31,5±6,6 27,7±9,6 53±17 33±21,1 
Ninfas-4 41,3±11,1 73±8,5 33±8 56±15 
Ninfas-3 28,1±10,4  78,1±16,6 31±11,2 44±35 
Ninfas-2 32±7 86±31,5 26±5,7 45±6,5 
SGE-2 
Ninfas-1  27±9,1 87,3 ±25,6 25±6,6 67±18 
*p< 0,05 respecto del control 
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Tabla L. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares de O. moubata 
alimentados, sobre los cerdos control o vacunados con TD72h, TD24h, 
TD72h+SGE-2 y SGE-2 en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Machos 36,1±5,1 36±6 
Hembras 163,7±44,3 195,3±37,3 
Ninfas-4 34,8±10,2 40,5±5,6 
Ninfas-3 14,1±0,1 18,4±2,2 
Ninfas-2 3,4±0,1 5,9±1,1 
Control 
Ninfas-1 1±0 1,2±0,1 
Machos 20,4±12,6 26,5±7,1 
Hembras 158,2±12,1 109,6±34,1* 
Ninfas-4 22,6±7,8 13,9±3,4* 
Ninfas-3 14±2,3 18,5±2,1 
Ninfas-2 3,7±0,6 4,6±0,5 
TD24h 
Ninfas-1 0,7±0,6 0,9±0,3 
Machos 34,5±5,9 35,9±0,1 
Hembras 118,1±14,8 124,4±35,4 
Ninfas-4 25,7±1,1 29,6±3,1 
Ninfas-3 13±2,2 15±1,3 
Ninfas-2 4±2 5±0,7 
TD72h  
Ninfas-1 0,6±0,2 1,1±0,3 
Machos 29,3±0,8 25,2±0,6 
Hembras 114±39,9 54,5±27,1* 
Ninfas-4 20,8±5,9 19,1±3,1* 
Ninfas-3 15,4±1,6 11,3±2,8* 
Ninfas-2 5,8±0,1 4,7±0,8 
SGE-2/ 
TD72h 
Ninfas-1 0,7±0 1,1±0,2 
Machos 29,2±5,7 19,6±5,7* 
Hembras 109,6±18,5* 93,6±32,9* 
Ninfas-4 30,3±8 28,1±12,2* 
Ninfas-3 14,3±1,1 17,4±2,3 
Ninfas-2 3,7±0,7 4,1±0,1 
SGE-2 
Ninfas-1 0,9±0,1 1,0±0,2 
*p< 0,05 respecto del control 
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Tabla LI. Fecundidad de las hembras: número y viabilidad (%) de los huevos 
depositados por las alimentadas, sobre los cerdos control o vacunados con TD72h, 
TD24h, TD72h+SGE-2 y SGE-2, en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno No. Huevos 
% 
Viabilidad 
No. 
Huevos 
% 
Viabilidad 
Control 109±32,8 84,1±22,4 147,3±41 88,5±26,6 
TD24h 33,4±26,5* 39,1±21* 81,4±7,9* 80±5,9 
TD72h  93,9±26,5 76,1±5,1 17,1±24,2* 20,6±29,1* 
SGE-2/  
TD72h 63,6±17* 81,4±17,1 37,6±41* 53,1±57,3 
SGE-2 66±12,5* 95,9±3 87,9±5,1* 90,2±3,3 
*p< 0,05 respecto del control 
 
 
 
 
 
 
Tabla LII. Porcentaje de muda de las ninfas 1-4 en los cerdos control o vacunados con 
TD72h, TD24h, TD72h+SGE-2 y SGE-2 en las dos infestaciones (media ± DE). 
 
  1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Antígeno Ninfas-1 Ninfas-2 Ninfas-3 Ninfas-4 Ninfas-1 Ninfas-2 Ninfas-3 Ninfas-4 
Control 98,7±1,8 75±35,3 96,4±5,1 84,3±9,3 100±0 100±0 98±1 90,1±7,2 
TD72h 71,4±4,5* 100±0 86,7±5,9 85,7±8 94,6±5 81,8±5,2* 73,7±8,9* 100±0 
TD24h 66±4,9* 62,5±17,7 100±0 100±0 92,3±3,7 96,4±5,1 96,4±5,1 94,3±0,9 
SGE-2/ 
TD72h 83,7±8,9 75±35,3 92,8±10,1 76,2±13,4 91,6±5 97,2±4 89,2±10,1 73,8±7,2*
SGE-2 94,2±3,3 83±6,6 92,8±8 77,4±5,4 83,6±5,1* 98,2±0,5* 87,4±4,5 64,1±8,5*
*p< 0,05 respecto del control 
 
 
Resultados 
 
  
 
 
Tabla LIII. Mortalidad (%) de las ninfas 1-4 en las primeras 72 horas p.a. 
tras tomar sangre sobre los cerdos control o vacunados con TD72h, TD24h, 
TD72h+SGE-2 y SGE-2 en las dos infestaciones (media ± DE)  
 
 
Antígeno Fase evolutiva 1ª INFESTACIÓN 2ª INFESTACIÓN 
Ninfas-4 1,1±1,6 2,45±3,5 
Ninfas-3 0 0 
Ninfas-2 6±8,5 6,4±9,1 
Control 
Ninfas-1 1,05±1,5 0 
Ninfas-4 0 0 
Ninfas-3 0 0 
Ninfas-2 0 0 TD24h 
Ninfas-1 0 0 
Ninfas-4 0 0 
Ninfas-3 0 0 
Ninfas-2 0 0 TD72h 
Ninfas-1 13,05±18,4 0 
Ninfas-4 0 1±1,4 
Ninfas-3 0 0 
Ninfas-2 1,2±1,6 0 
TD72h/ 
SGE-2 
Ninfas-1 4,2±5,9 0 
Ninfas-4 0 0 
Ninfas-3 0 0 
Ninfas-2 0 1,3±1,5 
SGE-2 
Ninfas-1 2±3,2 0 
*p< 0,05 respecto del control 
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Discusión 
 
 
 
Dada la uniformidad en la acción inhibidora de la toma de sangre (60-70%) 
conseguida por Astigarraga et al. (1995) mediante la vacunación de los cerdos con el 
SGE-2 de O. moubata, parecía lógico que nuestro primer paso para la optimización de 
la vacuna anti-O. moubata fuese el de ver si podíamos potenciar esa acción inhibidora 
cambiando el tipo de respuesta frente al antígeno vacunal. Aunque en principio la 
acción inhibidora sólo cabía atribuirla a la neutralización por anticuerpos de algunos 
componentes salivales que el sistema inmunitario de los animales nunca reconoce en 
condiciones naturales, sin embargo, la inhibición podía estar influenciada por otros 
factores, como el isotipo/subclase de los anticuerpos, en función de su capacidad 
activadora del complemento. Y, así tenemos, que si además de neutralizar a las 
moléculas diana, inducen también un disparo masivo de ese sistema, capaz de desbordar 
la acción inhibidora de las moléculas salivales anti-complemento (Astigarraga et al., 
1997), entonces la quimiotaxis de leucocitos al punto de la picadura podría afectar 
también a la alimentación. 
 
Y, como procedimiento más simple para ver la influencia del tipo de respuesta 
en la acción protectora, pasamos a administrar nuestro SGE-2 con los adyuvantes de 
Freund (FAs) o con hidróxido de aluminio (Alum), como potenciadores, 
respectivamente, de respuestas Th1 o Th2 (Bomforf, 1989). Aunque los niveles de IgG 
totales conseguidos con ambos adyuvantes fueron muy similares (Figura 1), sin 
embargo, en las subclases de IgG determinadas se observaron diferencias importantes, 
así como en la intensidad de las bandas reveladas en western blot por uno u otro grupo 
de sueros (Figura 2B). Puesto que la acción antigarrapata (% de ejemplares alimentados 
en una hora y cantidad de sangre ingerida) fue más intensa con los FAs que con Alum, 
lo anterior parecía indicar que los primeros eran los adyuvantes más adecuados, bien por 
el tipo de respuesta que generan o por forzar un reconocimiento más intenso de algunos 
componentes salivales (entre otros, uno a nivel de los 44 kDa). 
 
En vista, pues, de que las respuestas Th1 parecían más protectoras, lógicamente 
nuestro nuevo paso fue el de intentar potenciar ese tipo de respuesta administrando el 
SGE-2 en forma particulada, teniendo en cuenta -aunque no sea de una forma 
concluyente- que los antígenos solubles, lo mismo que las altas dosis, tienden a dar 
respuestas Th2 (Abbas et al., 1996; Bachmann y Zinkernagel, 1996; Constant & 
Bottomly, 1997; Wilkinson et al., 2000). Como puede verse en la figura 3, y en contra 
de lo esperable, el tipo de respuesta obtenida con ambos antígenos (SGE-2 soluble o 
particulado) fue muy similar, lo que, obviamente, se tradujo en unas respuestas anti-
garrapata también muy similares. 
 
En definitiva, de las pruebas anteriores no cabía sacar ninguna conclusión acerca 
del modo de mejorar los resultados ya obtenidos por Astigarraga et al. (1995), por lo 
que pasamos a probar la vacuna en conejos para ver si en estos animales, una mayor o 
menor respuesta antigarrapata nos daba alguna clave sobre la vía a seguir para lograr 
una inhibición total de la toma de sangre. Como puede verse en las figuras 4 y 5, y en 
las tablas VII y VIII, los resultados obtenidos con los conejos no nos indicaron nada 
nuevo, salvo el hecho, ya observado en pruebas previas, de que la menor acción 
antigarrapata vista en estos animales podía estar relacionada con la baja intensidad con 
la que los sueros revelaron a los componentes del SGE-2, -entre otros, al de 44 kDa-. 
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Ante la situación anterior, o lo que es lo mismo, en vista de que mediante la 
inducción (con los FAs) de respuestas Th1 no parecía que fuese posible mejorar lo ya 
conseguido, entonces lo que se nos ocurrió fue pasarnos al extremo contrario, esto es, el 
de ver el valor de las reacciones de hipersensibilidad inmediata, reacciones que tanto O. 
erraticus como O. moubata nunca inducen en condiciones naturales, lo que se debe a 
que ambos inhiben la síntesis de IgE específicas frente a sus componentes salivales, a 
pesar de actuar como potentes inductores de una síntesis policlonal de esa 
inmunoglobulina (Astigarraga et al., 1997). Puesto que no existen reactivos para la 
determinación de IgE porcinas, en consecuencia pasamos a realizar la prueba en ratones, 
administrando el SGE-2 por una vía (oral), que por no ser la natural de penetración de la 
saliva, entonces las moléculas inmunomoduladoras presentes en ésta, quizá, no podrían 
ejercer su acción. Además, y para asegurar la síntesis de IgE específicas, administramos 
el SGE-2 con la toxina colérica, que actúa como un potente adyuvante oral en la 
inducción de IgA e IgE frente a antígenos que se administran conjuntamente con ella 
(Snider et al., 1994). En la misma prueba, y para ver las acciones inmunomoduladoras 
del SGE-2, administramos también a éste por vía cutánea sólo o con un antígeno 
acompañante (BSA), a fin de ver los cambios en la respuesta frente a este segundo 
respecto a la que genera cuando se administra sólo. 
 
Como era de esperar, el SGE-2 por vía cutánea, al administrarse sin adyuvantes, 
sólo generó una débil respuesta frente a sí mismo de IgG, al tiempo que incrementó 
ligeramente la respuesta frente a la BSA, algo extraño teniendo en cuenta que el SGE-2 
de O. erraticus inhibe la respuesta frente antígenos acompañantes (Madrazo Arranz, 
datos no publicados).También, y en contra de lo previsible por las acciones ya 
comentadas de la toxina colérica, por vía oral, aunque generó una fuerte respuesta de 
IgG específicas, sin embargo no indujo la síntesis de las dos inmunoglobulinas (IgE e 
IgA) que, precisamente, potencia la toxina, induciendo a la vez, como ocurre en 
condiciones naturales, una síntesis policlonal de IgE. Obviamente, al no haber generado 
una respuesta de IgE específicas con la vacunación por vía oral, que era lo que 
pretendíamos, los ejemplares (ninfas-2) se alimentaron con total normalidad sobre todos 
los grupos de animales tratados (vía cutánea/oral) incluidos aquellos en los que se 
generó una fuerte respuesta de IgG específicas, similar a la vista en cerdos; acerca del 
porqué a las ninfas-2 no les afectaron las IgG (al igual que en los cerdos), ver más 
adelante. 
 
Ante esta situación, la idea que se nos ocurrió para potenciar la acción de la 
vacuna fue la de averiguar la naturaleza de los epítopos (sacarídicos/peptídicos) 
responsables de la protección, a fin de ver si vacunando sólo con los de interés 
lográbamos tal potenciación. Para ello tratamos el SGE-2 con proteasas o glicosidasas, 
que, como puede verse en la figura 10, parece claro que ejercieron su acción bien al 
modificar los pesos moleculares de los componentes del extracto (caso de las 
glicosidasas) o degradando a todos sus componentes (caso de las proteasas). De acuerdo 
con lo que era de esperar, según los resultados de Oleaga et al. (1994) de que la mayoría 
de los anticuerpos (en sueros anti-picadura o anti-SGE-2) van dirigidos frente a epítopos 
peptídicos, en consecuencia con ello las respuestas generadas por el SGE-2 nativo y 
desglicosilado fueron prácticamente idénticas (Figura 9) y, lógicamente, muy diferentes 
de las generadas por el SGE-2 digerido con proteasas en las que los altos niveles de IgM 
corroboraban la inducción de una respuesta frente a epítopos sacarídicos. Y, 
sorprendentemente, la acción de la respuesta (Tabla XII) evidencia claramente que son 
estos segundos epítopos los responsables de la inhibición de la toma de sangre, en vista 
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de que sobre los animales vacunados con el SGE-2 desglicosilado los parásitos se 
alimentaron normalmente, mientras que sobre los vacunados con el SGE-2 degradado 
con proteasas el grado de inhibición fue similar, o incluso ligeramente superior, al 
inducido típicamente con el SGE-2 nativo. 
 
Ante el resultado anterior, obviamente, nuestro paso siguiente fue el de intentar 
caracterizar a los componentes salivales portadores de los epítopos de interés, y para 
ello pasamos a fraccionar a tales componentes de acuerdo con su carga. Indudablemente 
una mala estrategia para el fin que pretendíamos, al no darnos cuenta que por el modo 
de obtención del SGE-2 (rotura de las células glandulares), en consecuencia, un mismo 
componente lo podíamos tener en varias fracciones dependiendo de su grado de 
procesamiento (por ej. grado de sulfatación) hasta alcanzar la forma madura para su 
secreción. De acuerdo con ello y aunque algunos componentes se separaron claramente 
en alguna de las fracciones, también parece claro que otros se repartieron por las tres, 
como indica el hecho de que los tres tipos de sueros obtenidos (anti componentes 
catiónicos, aniónicos y neutros) reconozcan, en western blot, a componentes situados en 
cualquiera de las fracciones (Figura 13). En consecuencia con lo anterior, la respuesta 
anti-garrapata inducida por las tres fracciones fue muy similar, aunque merece 
destacarse el hecho de la mayor intensidad de la inducida por la aniónica, lo que se 
explica si tenemos en cuenta que, al madurar los componentes, se pueden crear nuevos 
epítopos (por ej al glicosilarse o sulfatarse) y que los anticuerpos frente a éstos pueden 
ayudar o ser claves en la neutralización de la acción biológica de los componentes 
diana. 
 
De la prueba que estamos comentando también merece destacarse la 
confirmación de un fenómeno que hasta entonces nos había pasado desapercibido o no 
le habíamos dado importancia suficiente. Obviamente, en todas nuestras pruebas 
precedentes para ver la acción inhibidora de la toma de sangre de los diferentes 
antígenos, siempre utilizamos ejemplares adultos, pues al ser estos los de mayor tamaño 
y más fuertes físicamente, en consecuencia era de suponer que si lográbamos inhibir su 
alimentación, con mayor motivo conseguiríamos la de las formas más pequeñas, más 
débiles. Pero al reparar en el hecho de que en aquellas pruebas en las que 
accidentalmente habíamos puesto también formas inmaduras (ej. ninfas-2), éstas apenas 
resultaban afectadas -al contrario que los adultos-, para confirmar si esto era realmente 
así, en la prueba antes indicada pasamos a poner todas las fases evolutivas de nuestro 
argásido sobre los cerdos vacunados. Y, sorprendentemente, vimos que la acción 
inhibidora de la respuesta disminuía con la fase evolutiva (Figura 14), lo que no tenía 
una fácil explicación en vista de que según Baranda et al. (1997) la composición de la 
saliva de inmaduros y adultos es la misma. No obstante, y puesto que los resultados 
anteriores parecían contradecir semejante observación, a fin de ver si la menor acción de 
la respuesta frente a las formas inmaduras se debía a que la composición de su saliva era 
distinta pasamos, en consecuencia, a realizar una nueva prueba vacunando a los cerdos 
con el SGE-2 de adultos y de ninfas-2 que, al igual que las ninfas-1, nunca resultaban 
afectadas en su alimentación. En la prueba también vacunamos con una mezcla de 
ambos antígenos, pues de ser real la diferencia entre los SGE-2 de inmaduros y adultos, 
entonces con la mezcla inhibiríamos la alimentación de todas las fases evolutivas. 
 
Y de nuevo, sorprendentemente, comprobamos que la respuesta generada por los 
tres antígenos afectaba por igual a los adultos y menos a los inmaduros, tanto menos 
cuanto menor era su estadio evolutivo (Tabla XXI). Como puede observarse en la figura 
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16, comprobamos también que la observación de Baranda et al. (loc. cit.) era correcta, 
esto es, que la saliva de inmaduros y adultos es idéntica, por lo que a la diferencia en la 
respuesta frente a unos y otros había que buscarle otra explicación. Y ésta, 
inmediatamente pareció obvia, al darnos cuenta que al ser el tiempo de alimentación el 
único factor que varía de acuerdo con el estadio evolutivo -tanto más breve cuanto más 
pequeños son los ejemplares- entonces el que la respuesta les afectase en mayor o 
menor grado necesariamente tenía que deberse a la neutralización por los anticuerpos de 
alguna molécula que actuase como antagonista de algún proceso que comenzase a 
desencadenarse a partir de los 30 minutos postpicadura, que es más o menos el tiempo 
que tardan en alimentarse las ninfas-1 y 2, esto es, las fases nunca afectadas por la 
respuesta. Y al ser precisamente ese tiempo el que tarda en expresarse la P-selectina, 
parecía claro que ésta podía ser la diana de la molécula antagonista. 
 
Aunque el fenómeno ha pasado desapercibido hasta la fecha, parece claro que 
las garrapatas, para poder alimentarse, tienen que haber desarrollado moléculas no sólo 
anti-trombóticas y/o anti-coagulantes, sino también otras para inhibir la adhesión 
leucocitaria a las células endoteliales y plaquetas, pues tal adhesión en vasos pequeños, 
como los capilares de la dermis, puede disminuir o cortar el flujo de sangre al punto de 
la picadura. 
 
A fin de comprobar si nuestra hipótesis era correcta, esto es, que en los animales 
vacunados la respuesta inhibidora de la toma de sangre vista en adultos y ninfas grandes 
se debía a que los anticuerpos les neutralizaban a un antagonista salival de la P-
selectina, mientras que la no acción sobre las fases más inmaduras se debía a que estas 
terminaban de alimentarse antes de que pudiera tener lugar la expresión de la molécula 
de adhesión, en consecuencia pasamos a inducir su expresión de una forma previa a la 
alimentación, tanto en animales vacunados (con SGE-2 de adultos y ninfas-2 y la 
mezcla de ambos) como en los controles, tratándolos con el lipopolisacárido bacteriano 
(LPS) según el protocolo establecido por otros autores (Eppihimer et al., 1996). 
Obviamente, sobre los vacunados, ahora la respuesta debería de afectar a todas las fases, 
mientras que sobre los controles, al no tener anticuerpos frente a la molécula 
antagonista, todas las fases deberían alimentarse con normalidad. Y como puede verse 
en la tabla XXVI, los resultados nos confirmaron totalmente lo previsto, por lo que 
pasamos inmediatamente a comprobar si existía en la saliva algún ligando de la P-
selectina a fin de corroborar nuestra hipótesis. 
 
Aunque algunas de las pruebas realizadas al efecto (ELISA y western blot) son 
difíciles de interpretar (no obstante, ver más adelante) sin embargo los resultados de la 
inmunocaptura (Figura 20) no dejaban lugar a dudas acerca de su existencia, por lo que 
pasamos inmediatamente a confirmar que el componente capturado (de 44 kDa) era el 
responsable de la acción de nuestra vacuna (inhibición de la toma de sangre). Para ello 
lo administramos a cerdos como único antígeno vacunal tras haberlo purificado 
previamente por electroelución. Como puede verse en la figura 23, este componente 
salival de 44 kDa (Om44) generó en los animales una respuesta humoral muy parecida a 
la ya vista en una prueba previa, cuando administramos el SGE-2 tratado con proteasas. 
Al estar mediada, esencialmente, por anticuerpos de la clase IgM, esto nos confirmaba 
la naturaleza sacarídica de los epítopos protectores, como era de esperar teniendo en 
cuenta el papel que desempeñan tales epítopos en la interacción entre el ligando natural 
de la P-selectina el PSGL (P-Selectin Glycoprotein Ligand) y la molécula de adhesión. 
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La acción de la respuesta, aunque fue débil en la primera infestación, dejaba 
claro que el Om44 era el componente responsable de la inhibición de la toma de sangre, 
por lo que pasamos ya a intentar su caracterización molecular. 
 
Puesto que en la interacción entre la P-selectina y su ligando, el PSGL, 
desempeña un papel esencial el grupo sialil-Lewis X (Lasky, 1995), en consecuencia 
pasamos a ver si la Om44 era una mucina portadora de oligosacáridos relacionados, esto 
es, no sialilados, pero que pueden también interaccionar con la lectina (Lasky, loc. cit.; 
Loukas & Maizels, 2000). Descartamos el intentar poner de manifiesto al grupo sLeX, 
al saber de antemano que ningún componente de la saliva de O. moubata está sialilado 
(Baranda et al., 1997), lo que está de acuerdo con la incapacidad de los artrópodos para 
sintetizar a ese hidrato de carbono (Engstler et al., 1993). En definitiva, nos limitamos a 
intentar poner de manifiesto a los grupos Lewis X e Y, descartando los Lewis A y B, 
pues por su parecido con los dos primeros (el A con el X y el B con el Y) podían, en el 
caso de estar presentes, ser reconocidos por los anticuerpos frente a los primeros, al 
menos en el caso de los anti-CD15 (Lewis X/A) (Ohana-Malka, et al., 2003). 
 
Ante la clara ausencia de los grupos señalados (Figura 22), pasamos a hacer una 
prueba con diversas lectinas para ver si a través de los azúcares que éstas pudiesen 
reconocer, podíamos hacernos una idea del tipo de oligosacáridos presentes en la Om44. 
Para nuestra sorpresa, y como puede verse en la figura 21, con éstas tampoco obtuvimos 
señal alguna, lo que no resultaba fácilmente comprensible, en primer lugar, porque con 
las mismas lectinas se revelan -al menos con GNA y ConA- la mayoría de los 
componentes salivales (ver Baranda et al., 1997) y, en segundo lugar, porque ¿cuál 
podía ser entonces la naturaleza del sacárido en cuestión al no estar presentes en el 
mismo al menos algunos de los azúcares -ej. manosa- que si están cargados 
negativamente pueden inhibir la adhesión de los leucocitos a los vasos? (ver Lasky, loc. 
cit.). 
 
Aunque en principio no disponíamos de ninguna prueba más para averiguar cual 
pudiera ser esa naturaleza, sin embargo posteriormente pensamos que ésta podría estar 
relacionada con la heparina, lo que de ser así explicaría varios de nuestros resultados. Si 
bien es cierto que una fracción no caracterizada de la heparina ya aparece citada como 
ligando de la P-selectina en la revisión de Lasky (loc. cit.), sin embargo la confirmación 
como un ligando real y poderoso no tuvo lugar hasta que Borsig et al. (2001) 
evidenciaron, (i), que la molécula de adhesión facilita extraordinariamente la metástasis 
de células cancerígenas, pues les permite rodearse de plaquetas (a través de la 
interacción PSGL-P-selectina) que les sirven de escudo frente a las células del sistema 
inmunitario, y (ii), que la acción terapéutica de la heparina, como bloqueante de la 
metástasis, se debe a su unión a la P-selectina en las plaquetas, impidiendo así que lo 
puedan hacer las células cancerígenas. Tras el hallazgo, al poco tiempo Wang et al. 
(2002) evidenciaron, a su vez, que la acción anti-inflamatoria de la heparina (constituida 
por una repetición del disacárido unidad, ácido idurónico, D-glucosamina) y del heparán 
sulfato (de igual constitución que la anterior, pero con ácido glucurónico) se debía a su 
acción antagonista de la P y L-selectinas, y que el grupo sulfato en el carbono 6 de la 
glucosamina desempeñaba un papel esencial en la inhibición de las selectinas (a 
diferencia de otros grupos sulfato presentes en carbonos distintos tanto de la 
glucosamina como de los ácidos urónicos, cuyo ordenamiento específico determina sus 
propiedades anticoagulantes). 
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A la vista de lo anterior, esto es, de la clara acción antagonista de la P-selectina, 
tanto de la heparina como otros heparinoides relacionados, en consecuencia pensamos 
que alguno de estos glicosaminoglicanos podrían ser los presentes en la Om44, lo que 
explicaría, por una parte, el que no fuesen reconocidos por las lectinas utilizadas, y por 
otra, explicaría también los siguientes resultados: (i), el por qué en el ELISA para la 
captura de la P-selectina que se hizo tapizando las placas con el SGE-2 nativo y 
desglicosilado (puesto este segundo como control negativo de captura, pensando en los 
grupos Lewis como posibles ligandos) se obtuvieron con ambos SGE-2 unos mismos 
resultados -indicativos de una captura-, lo que ahora resulta lógico pues el SGE-2 que 
considerábamos desglicosilado no lo estaba, por el simple motivo de que al haberse 
hecho la desglicosilación con periodato sódico, éste entonces no pudo ejercer ninguna 
acción desde el momento que ésta se limita a romper los anillos de hexosa entre los 
carbonos 2 y 3 cuando sus grupos hidroxilo se encuentran en posición cis (lo que no 
ocurre en los glicosaminoglicanos); (ii), el por qué en el western blot que se hizo para 
ver si algún componente del SGE-2 capturaba a la molécula de adhesión no se 
observase ninguna señal (Figura 18), pues al haberse hecho la electroforesis en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), en consecuencia modificamos las cargas 
negativas de todos los componentes del extracto (y, como ya comentamos previamente, 
los grupos sulfato desempeñan un papel esencial en la interacción entre la heparina y P-
Selectina).Por otra parte, y dada la fuerte negatividad de la heparina y otros 
glicosaminoglicanos, ahora parecía lógico que fuese la fracción aniónica del SGE-2 la 
que proporcionase una mayor protección en la prueba vacunal correspondiente, al ser 
esa fracción la especialmente enriquecida en esos componentes. 
 
Puesto que la interacción entre la P-selectina y su ligando (PSGL) en la 
superficie de los leucocitos, además de mediar la adhesión de éstos a las paredes de los 
vasos y plaquetas, induce, además, en ellos, (i), la emisión de micropartículas con una 
actividad fuertemente procoagulante al ser portadoras del Factor Tisular (High, 2003; 
Hrachovinova et al., 2003), (ii), la secreción de una proteína (HBP, heparin-binding 
protein) que al interaccionar con el heparán sulfato en la superficie de las células 
endoteliales induce en éstas cambios en su citoesqueleto que se traducen en una 
retracción que da lugar a la extravasación del plasma -edema- (Ley, 2001), en 
consecuencia, parece claro que la inhibición de esa interacción le resulte esencial a O. 
moubata -al menos a los adultos y ninfas grandes- para poder alimentarse y el que se 
hayan dotado para ello con un proteoglicano portador de heparina o un heparinoide 
análogo parece también lógico, no sólo porque con él puedan evitar la disminución del 
flujo de sangre al punto de la picadura, el disparo de la coagulación y el edema -que 
físicamente les puede apartar de los vasos-, sino también por su nula inmunogenicidad 
al ser moléculas presentes en los hospedadores. 
 
En definitiva, y ante estas nuevas evidencias, pasamos a comprobar si los sueros 
de los animales vacunados reconocen a la heparina y condroitin sulfato, así elegidos sin 
otro criterio que el de poner un representante de cada una de las dos grandes familias de 
glicosaminoglicanos (gluco y galactosaminoglicanos) por ver si existía -en el caso de 
que la hubiera- alguna diferencia en la reactividad frente a unos y otros. Tal y como 
puede verse en la figura II (apartado 8.4. de Resultados), los resultados del ELISA dejan 
clara la presencia en los sueros de animales vacunados, pero no en los controles, de 
anticuerpos IgM (pero no IgG como corresponde a una respuesta T-independiente) 
frente a ambos glicosaminoglicanos. El hecho de que la reactividad fuese ligeramente 
superior frente a la heparina (4-4,5 veces superior al control) que frente al condroitín 
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sulfato (2,6-3 veces la del control), parece indicar que la primera es más parecida al 
glicosaminoglicano de nuestro argásido, lo que puede tener su sentido pues, que 
nosotros sepamos, sólo los gluco (heparina y heparán sulfato) pero no los 
galactosaminoglicanos están citados como ligandos de la P y L-selectinas. 
 
Por otra parte, el hecho también de que en condiciones naturales la respuesta no 
afecte para nada a nuestra garrapata incrementa la probabilidad de que, efectivamente, 
sea la heparina el GAG presente en la Om44, lo que a su vez nos trae un problema que 
no es otro que el de por qué si se administra con adyuvantes, entonces sí es 
inmunogénica. Desconocemos el motivo, aunque es muy posible que si por ejemplo, el 
glicosaminoglicano salival está menos sulfatado (puesto que sólo el grupo sulfato del 
carbono 6 de la glucosamina resulta esencial para la interacción con la P-selectina) que 
la heparina normal, entonces el sistema inmune si pueda reconocerlo como extraño. El 
dato bien establecido de que los antígenos inductores de respuestas T-independientes 
tipo 2 sean, precisamente, polisacáridos repetitivos (Fehr et al., 1998), entonces si el 
heparinoide de nuestra garrapata difiere en algún detalle respecto a la heparina normal 
hace probable la hipótesis anterior, sobre todo si tenemos en cuenta que en mamíferos la 
heparina no circula en la sangre sino que se encuentra almacenada en mastocitos y 
cuando se libera (en la forma nativa, unida a una proteína núcleo, la serglicina) siempre 
se encuentra altamente sulfatada (Zhender et al., 1999). 
 
A nuestro juicio, y avalando la hipótesis de que el GAG de nuestra garrapata sea 
una heparina ligeramente distinta de la habitual, creemos que está también el hecho del 
incremento (Figura II) que se observa, en animales vacunados, en los niveles IgM anti-
heparina en función del número de infestaciones, lo que resulta coincidente con el 
incremento de la acción inhibidora de la toma de sangre, como puede observarse en 
cualquier tabla de las que figuran en el capítulo de resultados (como por ejemplo la. 
XXVIII) sobre la acción de la Om44. Desconocemos si los anticuerpos anti-heparina 
generados por nuestra vacuna son capaces de reconocer a la heparina porcina. Aunque 
así fuese creemos que el asunto no tiene mayores consecuencias, como evidencia la 
normal viabilidad/longevidad de los ratones que, por una disrupción del gen para la 
glucosaminil N-deacetilasa/N-sulfotransferasa-2, no pueden sintetizar al 
glicosaminoglicano en cuestión (Forsberg et al., 1999; Humphries et al., 1999). 
 
En definitiva, creemos que nuestras pruebas apuntan claramente a que la Om44 
es un proteoglicano (PG), y el hecho de que su proteína núcleo no muestre homología 
con ninguna proteína conocida, consideramos que no tiene nada de extraordinario desde 
el momento que el papel de estas proteínas núcleo, en la mayoría de los casos (Kjellén 
et al., 1991), no es otro que el de aportar serinas/treoninas para el anclaje de los 
glicosaminoglicanos mediante enlaces O-glicosídicos. 
 
Lamentablemente, una prueba que no se nos ocurrió llevar a cabo sobre nuestros 
cerdos vacunados, es la de haber puesto sobre ellos garrapatas duras para ver si 
resultaba afectada su alimentación. A la vista de nuestros resultados con O. moubata de 
que todas aquellas fases que tardan mas de 30 minutos en alimentarse, para poder 
hacerlo hasta la repleción, necesariamente tienen que antagonizar a la P-selectina para 
inhibir así a todos los procesos subsiguientes a su expresión por las células endoteliales 
y plaquetas, en consecuencia, parece evidente que en el caso de las garrapatas duras 
(que tardan varios días en alimentarse) la inhibición del proceso es mucho más 
necesaria pues de lo contrario no podrían tomar nada de sangre. Puesto que éstas 
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tampoco son capaces de sintetizar ácido siálico, en definitiva, cabe pensar que para 
lograr tal inhibición estén dotadas de algún glicosaminoglicano igual o parecido al de 
nuestro argásido. En cualquier caso, creemos que lo esencial de nuestro hallazgo, es el 
haber puesto en evidencia la importancia de la neutralización antes indicada, lo que al 
no haber reparado nadie en ello hasta ahora, puede ser la base para la obtención de una 
vacuna universal frente a garrapatas duras. 
 
Y, lamentablemente también, otra prueba que no se nos ocurrió hacer para poder 
valorar mejor la eficacia de nuestra vacuna en condiciones naturales, fue la de alimentar 
de una forma seriada a todas las fases evolutivas sobre cerdos vacunados. Aunque en las 
ninfas-3 y 4 la caída en la toma de sangre que ya se observa en ellas no afecta a su 
muda, sin embargo ahora consideramos que podía ser interesante el haber visto si en los 
adultos derivados de esas ninfas escasamente alimentadas, la caída en su fecundidad es 
superior a la registrada con ejemplares perfectamente alimentados en las fases previas, 
como fueron los utilizados en nuestras pruebas. Aunque la caída que ya se observa en 
éstos (alrededor del 60%) es importante, sobre todo si la comparamos con la que 
provoca la vacuna frente a B. microplus, ahora pensamos que es muy posible que ésta 
pueda ser todavía mayor si los parásitos, a lo largo de su ciclo se alimentan 
continuamente sobre animales vacunados. Y de lo que no cabe duda tampoco es que su 
resistencia al ayuno tiene que verse afectada, lo que puede ser un factor importante a la 
ahora del control/eliminación de las poblaciones. 
 
Pero, pensando que ese control basado en la caída en la fecundidad/longevidad 
de los ejemplares puede ser un control a largo plazo y viendo que con la Om44 no es 
posible llegar a más, en consecuencia pensamos que para facilitar la eliminación del 
parásito lo ideal sería inhibir por completo la alimentación de todas las fases evolutivas. 
Y, puesto que en O. moubata están descritas diversas moléculas anti-hemostáticas (ver 
revisión) entonces era de suponer, (i), que mediante la inhibición de esas moléculas 
debería conseguirse la de la toma de sangre desde un principio; (ii) que si no 
conseguíamos su inhibición era, quizá, porque el parásito posee otras en su saliva para 
impedir el reconocimiento de las primeras por el sistema inmunitario. 
 
Puesto que en O. erraticus se ha evidenciado la presencia en su saliva de un 
antagonista de CD40L y la de un análogo de la IL-10, en consecuencia pensamos que 
unas moléculas similares podrían estar presentes en O. moubata, lo que de ser así 
explicaría (por la acción de esas moléculas) la ausencia de respuesta frente a sus 
componentes salivales anti-hemostáticos. Los resultados negativos obtenidos, tras su 
búsqueda por varias técnicas (ELISA, western blot e inmunocaptura) parece que dejan 
clara su ausencia, ausencia que confirmó la prueba de vacunación que se hizo tratando 
al SGE-2 con antagonistas de esas posibles moléculas (CD40L y anticuerpos anti-IL-
10). Indudablemente, los resultados anteriores no significan que O. moubata no tenga 
sus propias moléculas inmunosupresoras, lo que, no obstante, parece poco probable en 
vista de que como ya comentamos anteriormente, su SGE-2, en la prueba que se hizo en 
ratones, fue incapaz de anular la respuesta frente a un antígeno acompañante. 
 
Acerca del porqué, entonces, el sistema inmunitario de los animales no 
neutraliza a sus moléculas anti-hemostáticas, una posible explicación es la de que el 
parásito, para tomar sangre, sólo necesita que ésta llegue al punto de la picadura (y para 
ello se ha dotado con el antagonista de la P-selectina); si la succiona rápidamente, como 
ocurre cuando se extrae sangre con una jeringuilla, obviamente no da tiempo a que se 
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disparen los mecanismos hemostáticos, de modo que la misión de las moléculas anti-
hemostáticas salivales podría ser la de evitar la coagulación en el tubo digestivo, lo que 
impediría la endocitosis de la hemoglobina, etc. por los enterocitos. De ser cierto lo 
anterior, entonces el problema que se nos plantea es el de por qué O. erraticus sí está 
dotado con moléculas inmunomoduladoras/supresoras. Desconocemos la respuesta 
aunque pensamos que puede estar relacionada con las particularidades biológicas de una 
y otra especie. Cualquiera que sea esa respuesta, lo que sí dejan claro nuestros 
resultados es que los dos argásidos en cuestión no se parecen nada entre si, asunto este 
que confirman el resto de las pruebas realizadas en nuestro intento de lograr una vacuna 
mas potente que la basada en la Om44. 
 
Y de estas pruebas, una de ellas fue la de ver el posible valor vacunal de las 
glándulas coxales. El motivo por el que elegimos a éstas es porque O. moubata, a 
diferencia de O. erraticus, comienza a emitir el fluido coxal (agua de la sangre) 
mientras se está alimentando (a diferencia de O. erraticus que lo hace después), y lo 
hace en tan grandes cantidades que cabía pensar que si le inhibíamos el proceso, 
entonces podría morir por una lisis osmótica generalizada de sus hemocitos entre otros 
tipos de células. Puesto que los ornithodoros, lo mismo que las garrapatas duras, pasan a 
los anticuerpos que ingieren con la sangre a la hemolinfa (ver revisión), en definitiva 
cabía la posibilidad de que los anticuerpos alcanzasen a las glándulas en consideración, 
inhibiendo, quizá, la emisión del fluido coxal. Atribuimos la ineficacia de la respuesta 
inducida por el extracto (Tablas XXXV-XXXVIII) a que los cerdos no reconocieron a 
la mayoría de los componentes presentes en el extracto en cuestión. Acerca del porqué 
de ese no reconocimiento no tenemos otra explicación que la de que si tales 
componentes (los no reconocidos) son acuaporinas, entonces cabe la posibilidad de que 
el sistema inmunitario de los animales no las reconociese como extrañas al encontrarse 
éstas muy conservadas en el reino animal, mostrando incluso homología con las de 
organismos tan evolutivamente distantes como son los vegetales (Chripeels et al., 1994; 
Engel et al., 2000). Cualquiera que fuese la causa, el hecho cierto de la total ineficacia 
de la respuesta inducida por el extracto nos obligó a pensar en otros, eligiendo como 
más obvio al tubo digestivo. 
 
Aunque con el órgano en cuestión Astigarraga et al. (1995) obtuvieron unos 
malos resultados, sin embargo Manzano Román (2002), mediante la modificación del 
procedimiento de obtención del extracto de ese órgano, logró frente a O. erraticus una 
vacuna que mataba a los ejemplares a las 48-72 horas postalimentación, por lo que, 
como se indica en la introducción, era casi obligado el ver si con el mismo 
procedimiento de obtención se podían conseguir unos resultados similares frente a O. 
moubata. 
 
Y, para comprobarlo, nuestra primera prueba la hicimos en ratones, tras conocer 
que, al menos frente a O. erraticus, cuando se vacunan con el extracto en consideración, 
generan una respuesta letal para el parásito al igual que los conejos y los cerdos. Ante el 
hecho de que, en nuestro caso, la respuesta no sirviese para nada, pronto nos dimos 
cuenta de que el resultado podía deberse a que los animales se habían vacunado con un 
extracto tomado de ejemplares en ayunas, mientras que los utilizados frente a O. 
erraticus  se tomaban a las 6 horas postalimentación. Por ello volvimos a repetir la 
prueba, ahora en conejos, tomando los tubos digestivos al tiempo indicado y obteniendo 
un lote en presencia de inhibidores de proteasas para asegurar la integridad de todas las 
posibles moléculas de interés. Como puede verse en la figura 34, la composición de los 
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extractos obtenidos con o sin tales inhibidores fue prácticamente idéntica y como asunto 
de interés es que en ambos extractos se observa un componente de14 kDa que no lo 
expresan los tubos digestivos tomados de ejemplares en ayunas (Figura 34). Y, 
curiosamente, aunque la respuesta generada por los nuevos extractos no mató, como en 
O. erraticus, a ninguna de las fases evolutivas puestas sobre los animales vacunados, sin 
embargo sí afectó a la fecundidad de las hembras, a pesar de que éstas habían tomado 
una cantidad de sangre similar a las puestas sobre los animales controles. 
 
En definitiva, nuestros resultados se asemejaban a los que se obtienen con la 
vacuna frente a B. microplus, pero no a lo visto frente a O. erraticus, que era lo que 
pretendíamos lograr. Y, puesto que en esta segunda especie los antígenos vacunales 
responsables de la muerte de los ejemplares alcanzan su máxima expresión entre las 24 
y 72 horas postalimentación, en consecuencia pasamos a realizar una nueva prueba, 
ahora en cerdos, vacunando a los animales con extractos tomados a los tiempos 
señalados. En la misma prueba vacunamos también a un lote de animales con una 
mezcla de TD (tomado a las 72 horas postalimentación) y SGE-2, pensando que, quizá 
así, podíamos optimizar los resultados al potenciar, por una parte, la caída en la 
fecundidad de las hembras (por el efecto sumatorio de la derivada de la menor ingesta 
más la derivada de las posibles lesiones en el TD vista en conejos), y por otra, logrando 
quizá la muerte de los inmaduros, esto es, de las fases no afectadas por la vacuna con el 
SGE-2. Como se indica en resultados, en la prueba en consideración se pusieron sobre 
los animales dos tipos de ejemplares (ayunados 2 ó 6 meses) para ver si el tiempo en 
ayunas influía en la eficacia de la respuesta, como ocurre en el caso de O. erraticus 
(Manzano Román, 2002). 
 
Curiosamente, y a diferencia de lo visto en conejos, la respuesta inducida en los 
lotes vacunados sólo con TD (24 horas y 72 horas) afectó a la alimentación de los 
ejemplares (con independencia del tiempo que llevasen en ayunas) de una forma 
similar, aunque menos intensa, a lo que ocurre con el SGE-2. Lo anterior, a nuestro 
juicio, se explica fácilmente a la vista del hallazgo reciente (Onofre et al., 2003) de que 
el tubo digestivo de los ejemplares alimentados de B. microplus es muy rico (y también 
el ovario) en el glicosaminoglicano heparán sulfato, de modo que de ocurrir algo similar 
en O. moubata, entonces los anticuerpos frente al glicosaminoglicano intestinal, muy 
probablemente, pueden reconocer al antagonista salival de la P-selectina y de ahí 
derivaría la inhibición de la toma de sangre. El por qué el fenómeno no se observó en 
conejos cabe atribuirlo a que quizá estos animales no reconocen al glicosaminoglicano 
como extraño; pero con independencia de cual sea la causa, el hecho cierto es que si en 
estos animales la caída en la fecundidad registrada en las hembras sólo cabe atribuirla a 
las lesiones intestinales sufridas por los ejemplares, en los cerdos, en cambio, la caída 
en la fecundidad registrada en las alimentadas sobre cerdos vacunados sólo con TD, en 
principio no tiene otra causa que el de la menor ingesta. 
 
Por otra parte, el hecho de que la respuesta en los animales vacunados con TD 
no matase a los ejemplares (al menos a los que se alimentaron normalmente como las 
ninfas-1 y 2) como en el caso de O. erraticus cabe atribuirlo a varias causas, pero quizá 
y ante todo a que en O. moubata, al eliminar el fluido coxal ya según se está 
alimentado, entonces la sangre en el tubo digestivo puede llegar a estar suficientemente 
concentrada como para impedir la difusión de los anticuerpos y proteínas del 
complemento hacia la cara luminal de los enterocitos, de modo que sólo podrían ser 
destruidos aquellos que expresasen las moléculas adecuadas en el momento de la toma 
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de sangre; es muy posible que tales enterocitos (los que comienzan la endocitosis rápida 
de la sangre/hemoglobina), como en O. erraticus, se incrementen en función del tiempo 
que los ejemplares lleven en ayunas. Puesto que en O. moubata no existen datos sobre 
el tiempo que tardan en alimentarse sus diferentes fases evolutivas en condiciones 
naturales, entonces no podemos saber si los tiempos que llevaban en ayunas los 
ejemplares utilizados en nuestras pruebas eran los adecuados, lo que es importante en 
vista de que en O. erraticus sólo los ejemplares fisiológicamente aptos para realizar una 
alimentación son los afectados por la vacuna. No obstante, no creemos que lo anterior 
sea la causa de la ausencia de mortalidad, pues al menos para las ninfas-1, los 6 meses 
en ayunas son, en principio, un tiempo ya largo como para que comenzasen rápidamente 
la digestión de la sangre. 
 
En definitiva, pensamos que frente a O. moubata la única vacuna factible es la 
basada en la Om44, que, aunque tiene como desventaja el hacer posible un control de 
sus poblaciones sólo a largo plazo, sin embargo tiene también sus ventajas como son: 
(i), la de que tras la sensibilización de los animales, los contactos naturales con el 
parásito actúen como dosis vacunales de recuerdo (mientras que con las vacunas 
basadas en antígenos ocultos, como la Bm86, se requiere la revacunación periódica de 
los animales); (ii) la de que el heparinoide responsable de la inhibición de la toma de 
sangre es muy probable que se pueda obtener artificialmente por técnicas sintéticas, y 
(iii), la de que se puedan obtener frente a él respuestas de muy larga duración, mediadas 
por IgG, mediante su administración conjunta con anticuerpos anti-CD40, tal y como se 
está haciendo ahora para potenciar las respuestas en el caso de diversas vacunas anti-
bacterianas basadas en antígenos polisacarídicos (Dullforce et al., 1998). 
 
Con independencia de las posibles aplicaciones prácticas de nuestra vacuna, lo 
que consideramos como más importante de nuestro trabajo es el haber puesto de 
manifiesto la trascendencia del antagonismo de la P-selectina, lo que puede ser una 
magnífica vía para la obtención de vacunas frente a garrapatas duras. Y, aunque el 
asunto esté poco relacionado, también queremos señalar el posible interés de nuestra 
Om44 como antígeno vacunal frente a organismos que nada tienen que ver con las 
garrapatas, como es el caso del virus del Dengue que al utilizar a glicosaminoglicanos 
(heparan sulfato altamente sulfatado) como receptores para la penetración en el interior 
de células (Putnak et al., 1997) entonces unos anticuerpos frente a tales receptores, 
como los inducidos por la Om44, por la reactividad cruzada que muestran (ej. heparina 
y condroitín sulfato), en consecuencia, cabe pensar que es muy probable que puedan 
actuar como inhibidores de la penetración. 
 
                                               CONCLUSIONES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusiones 
 
 
 
 
 
 
Primera. O. moubata posee en su saliva un antagonista de la P-selectina gracias al 
cual pueden alimentarse hasta la repleción todas aquellas fases evolutivas 
que, por el tiempo que tardan en realizar la toma de sangre, dan lugar a que 
se exprese la molécula de adhesión. 
 
 
Segunda.  Aunque el antagonista no es inmunogénico en condiciones naturales, sin 
embargo sí lo es cuando se administra con unos adyuvantes adecuados y la 
respuesta que genera inhibe la toma de sangre a partir del momento en el que 
comienza a expresarse la P-selectina, lo que en el caso de las hembras se 
traduce en una caída en su fecundidad de hasta el 73%. 
 
 
Tercera.  El antagonista es un proteoglicano portador de heparina, o un heparinoide 
relacionado, y en los animales en los que se induce su reconocimiento (por 
vacunación), los contactos naturales con el parásito actúan como dosis 
vacunales de recuerdo. 
 
 
Cuarta.  Por la serie de fenómenos que se desencadenan tras la expresión de la P-
selectina por las células endoteliales y plaquetas, cabe pensar que las 
garrapatas duras, al ser organismos de alimentación lenta, también tienen que 
estar dotadas con moléculas antagonistas de la molécula de adhesión y que 
tales moléculas, como en el caso de O. moubata, pueden ser unas magníficas 
dianas para la obtención de vacunas frente a ellas. 
 
 
Quinta.  O. moubata, a diferencia de O. erraticus, carece de moléculas antagonistas 
de CD-40L y de análogos de la IL-10, por lo que su saliva no suprime o 
modifica las respuestas frente a antígenos acompañantes. 
 
 
Sexta.  Frente a O. moubata, las vacunas basadas en antígenos ocultos no tienen 
ningún interés (caso de las glándulas coxales) o éste es muy reducido (caso 
del tubo digestivo), al limitarse a ejercer una acción (caída de la fecundidad) 
similar, aunque menos intensa, a la que se obtiene con el antagonista de la P-
selectina. 
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